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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 I biofilm microbici 
E’ oggi opinione largamente diffusa che, in presenza di condizioni nutrizionali ed 
ambientali favorevoli, i microrganismi possono crescere secondo due diverse modalità: 
in forma di cellule singole, liberamente fluttuanti nel mezzo di coltura (forma 
planctonica) o come aggregati sessili strettamente adesi a superfici biotiche o abiotiche 
(forma di biofilm) (Bjarnsholt et al., 2011).   
Il concetto di biofilm è relativamente recente: John William Costerton dà una 
definizione del termine biofilm solo nel 1978 e lo definisce come una comunità di 
cellule batteriche adese ad una superficie, incluse in una matrice polimerica prodotta 
dalle cellule stesse (Costerton et al., 1978). 
E’ oggi noto che i biofilm sono entità altamente eterogenee, in continua evoluzione nel 
tempo e nello spazio (Donlan e Costerton, 2002); possono essere costituiti da una 
singola specie batterica o fungina o da diverse specie di batteri, funghi, alghe e perfino 
protozoi (Batoni et al., 2011). I biofilm possono essere rinvenuti sia nell’ambiente (su 
superfici inorganiche idratate o all’interfaccia liquido-aria) sia in organismi viventi (su 
epiteli, mucose o superfici solide di dispositivi medici, quali protesi od impianti). 
 
1.1.1 Tappe della formazione di un biofilm 
La formazione di un biofilm non è un processo casuale, ma è il risultato di una sequenza 
ben precisa di eventi (Figura 1) che possono essere schematizzati in 3 diverse fasi 
principali:  
i) una fase di adesione, della durata di circa 3-5 ore, che prevede un iniziale 
adsorbimento reversibile delle cellule batteriche al substrato ed un successivo 
attacco irreversibile delle stesse; 
ii) una fase di maturazione, che si completa in vitro in circa 12-48 ore, che va dalla 
formazione delle prime strutture tridimensionali del biofilm, definite 
microcolonie, fino al completamento del biofilm maturo, con formazione delle 
macrocolonie. Queste sono il risultato della crescita delle cellule batteriche e 
della produzione della matrice extracellulare da parte delle stesse cellule; 
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iii) una fase di dispersione che prevede il distacco di singole cellule o di gruppi di 
cellule che possono colonizzare siti circostanti o a distanza e promuovere 
l’origine di un nuovo biofilm (Stoodley et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La fase di adesione è regolata da forze di natura attrattiva e repulsiva che si instaurano 
tra le cellule microbiche ed il substrato quali interazioni elettrostatiche, interazioni 
idrofobiche, forze di Van der Waals (Agarwal et al., 2010). La velocità e la forza con 
cui i batteri aderiscono al substrato sono influenzate dall’idrofobicità della superficie 
cellulare, dalla presenza di flagelli, di fimbrie, di polisaccaridi o di proteine di superficie 
(Singh et al., 2006). Le cellule microbiche sono in grado di aderire sia a superfici 
biotiche come i tessuti, sia a superfici abiotiche condizionate, ricoperte cioè da proteine 
di matrice dell’ospite (Batoni et al., 2011). 
Durante la fase di maturazione i batteri crescono e si dividono dando origine alle 
microcolonie, densi agglomerati cellulari che caratterizzano il biofilm. Questa fase è 
spesso associata alla produzione di matrice extracellulare da parte delle cellule 
Figura 1. Tappe di formazione del biofilm: adesione iniziale reversibile (1) ed 
irreversibile (2); maturazione con formazione di microcolonie (3) e  macrocolonie (4); 
dispersione (5). Per ogni fase è riportata la microfotografia della formazione del 
biofilm di Pseudomonas aeruginosa su un substrato in vetro (Stoodley et al., 2002). 
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microbiche che diventano, quindi, irreversibilmente adese al substrato. Col tempo, le 
microcolonie si sviluppano in un biofilm maturo dando origine alle macrocolonie, 
caratterizzate da una tipica struttura a fungo (Batoni et al., 2011). 
Lo stadio finale è la fase di dispersione che prevede il distacco di singole cellule o 
gruppi di cellule dal biofilm maturo, con la conseguente dispersione dei batteri a siti 
circostanti. I fattori che possono contribuire al distacco delle cellule dal biofilm sono 
molteplici, tra cui le forze meccaniche a cui è sottoposto lo stesso biofilm (es: flusso di 
sangue in un vaso sanguigno), l’inibizione della produzione della matrice extracellulare 
con conseguente diminuizione delle forze attrattive, la produzione di enzimi che 
distruggono la matrice (Batoni et al., 2011). 
 
1.1.2 Struttura di un biofilm maturo 
La microcolonia è l’unità strutturale base del biofilm (Donlan, 2002). Le microcolonie e 
macrocolonie che costituiscono il biofilm sono separate le une dalle altre da canali che 
consentono la diffusione di nutrienti, ossigeno ed agenti antimicrobici e sono, pertanto, 
stati paragonati ad una sorta di sistema circolatorio primitivo (Davey e O’toole, 2000). 
In tal modo, all’interno del biofilm, i microrganismi si sviluppano in comunità 
organizzate con un’eterogeneità strutturale e funzionale simile a quella di un organismo 
pluricellulare (Davey e O’toole, 2000). 
Si stima che nella maggior parte dei biofilm, i microrganismi costituiscano circa il 10% 
del peso secco, mentre il restante 90% è rappresentato dalla matrice extracellulare che 
forma la struttura tridimensionale del biofilm ed è responsabile dell’adesione alle 
superfici e della coesione all’interno del biofilm stesso (Flemming e Wingender, 2010). 
Essa, inoltre, costituisce una nicchia ambientale protettiva delle cellule batteriche in 
quanto agisce da barriera fisica ed intrappola sostanze esogene come acidi nucleici, 
proteine, minerali, nutrienti e componenti della parete cellulare (Donlan e Costerton, 
2002). 
L’acqua è di gran lunga il maggior componente della matrice, tanto che K. C. Marshall 
ha definito il biofilm “acqua dura” (Otto, 2009). La matrice fornisce un ambiente 
altamente idratato che si secca più lentamente rispetto alle aree circostanti e che 
contribuisce a mantenere alla giusta idratazione le cellule immerse nel biofilm  
(Flemming e Wingender, 2010). 
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La matrice extracellulare è costituita da Sostanze Polimeriche Extracellulari (EPS) 
prodotte dagli stessi batteri e si stima che essa rappresenti il 50-90% del contenuto 
totale di carbonio organico del biofilm (Donlan e Costerton, 2002).  
Inizialmente le EPS erano state definite “polisaccaridi extracellulari”, ma sono state poi 
rinominate “sostanze polimeriche extracellulari” quando è diventato evidente che la 
matrice contiene anche proteine, acidi nucleici e lipidi (Wingender et al., 1999b; Allison 
et al., 1998) ed è stabilizzata da strutture batteriche extracellulari come flagelli, pili e 
fimbrie (Zogaj et al., 2001) (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La composizione delle EPS può variare molto tra differenti biofilm a seconda dei 
microrganismi presenti, delle forze esterne a cui è sottoposto il biofilm, della 
temperatura del mezzo e della disponibilità di nutrienti (Flemming e Wingender, 2010). 
Per esempio gli esopolisaccaridi e l’acido colanico sono coinvolti nella formazione 
dell’architettura tridimensionale del biofilm di Vibrio cholerae (Watnik et al., 1999) ed 
Escherichia coli, rispettivamente (Danese et al., 2000). Uno degli esopolisaccaridi 
Figura 2. I principali componenti della matrice extracellulare del biofilm microbico 
(Flemming & Wingender, 2010) 
9 
 
maggiormente studiato è l’alginato che è coinvolto, invece, nella formazione del biofilm 
di ceppi mucoidi della specie Pseudomonas aeruginosa (Tielen et al., 2005; Franklin e 
Ohman, 1993); tale polisaccaride non è essenziale per la formazione del biofilm di P. 
aeruginosa (Wozniak et al., 2003), ma ne influenza fortemente l’architettura (Flemming 
e Wingender, 2010). Sostituenti comunemente presenti negli esopolisaccaridi sono i 
gruppi acetili che aumentano le proprietà adesive e coesive delle EPS. L’architettura del 
biofilm può essere influenzata notevolmente anche dalle interazioni delle EPS 
anioniche, contenenti gruppi carbossilici, con cationi multivalenti. Per esempio, gli ioni 
calcio possono formare un ponte tra le molecole di alginato polianioniche portando allo 
sviluppo di un biofilm spesso e compatto con un’aumentata stabilità meccanica 
(Körstgens et al., 2001). Alcuni esopolisaccaridi presenti nella matrice dei biofilm sono 
omopolisaccaridi, come i glucani e i fruttani prodotti dagli streptococchi nei biofilm 
orali o la cellulosa prodotta da Gluconacetobacter xylinus, Agrobacterium tumefaciens, 
Rhizobium spp. e varie altre specie della famiglia delle Enterobacteriaceae (Zogaj et al., 
2001) e delle Pseudomonadaceae. La maggior parte degli esopolisaccaridi, tuttavia, 
sono eteropolisaccaridi costituiti da residui di zuccheri, neutri o carichi, che possono 
contenere sostituenti, organici od inorganici, che ne influenzano le proprietà fisiche e 
biologiche. A causa della presenza dell’acido uronico, molti esopolisaccaridi come 
l’alginato, l’acido colanico, e lo xantano sono polianionici; esistono, però, anche 
esopolisaccaridi policationici come l’Adesina Polisaccaridica Intercellulare (PIA) 
identificata in microrganismi come Staphylococcus aureus e Staphylococcus 
epidermidis e costituita da residui di N-acetilglucosamina, parzialmente de-acetilati, 
uniti con legami β-1,6-glucosidici (Flemming e Wingender, 2010). Gli esopolisaccaridi 
possono essere diversi anche tra ceppi di una singola specie. Per esempio P. aeruginosa 
oltre all’alginato produce altri due esopolisaccaridi diversi (chiamati Pel e Psl) che 
contribuiscono allo sviluppo e all’architettura del biofilm stesso (Ryder et al., 2007). In 
molti batteri gli esopolisaccaridi sono indispensabili per la formazione del biofilm e 
mutanti che non sono in grado di sintetizzarli hanno difficoltà nel produrre biofilm 
maturi (Watnik et al., 1999; Danese et al., 2000; Ma et al., 2009), sebbene i batteri 
siano ancora in grado di aderire alle superfici e formare microcolonie. Inoltre, nei 
biofilm multispecie, la presenza di una specie in grado di produrre esopolisaccaridi può 
permettere ad altre specie, che non sintetizzano polimeri di matrice, di entrare a far parte 
integrante dello stesso biofilm (Sutherland, 2001). 
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La matrice del biofilm può contenere anche una componente proteica che, in alcuni casi, 
può superare anche di molto o addirittura sostituire il contenuto dei polisaccaridi 
(Frølund et al., 1996; Conrad et al., 2003). Della componente proteica possono far parte 
enzimi extracellulari che formano un versatile sistema digestivo in grado di sequestrare 
e degradare i nutrienti dissolti nella fase liquida del biofilm, consentendo così il loro 
utilizzo come nutrienti o come fonte di energia (Wingender et al., 1999b). Grazie alla 
componente enzimatica, la matrice agisce anche come centro di riciclo di componenti 
resi disponibili da cellule lisate tra cui il DNA che costituisce una riserva di geni per il 
trasferimento genico orizzontale. Oltre alla funzione “digestiva” gli enzimi coinvolti 
nella degradazione delle EPS permettono il distacco dei batteri dal biofilm maturo e la  
colonizzazione di nuove aree per formare nuovi biofilm. Tale dispersione avviene in 
risposta a cambiamenti ambientali come la mancanza di nutrienti (Gjermansen et al., 
2005) o la loro improvvisa disponibilità (Kaplan et al., 2004). Gli enzimi extracellulari 
possono essere trattenuti nella matrice del biofilm grazie alla loro interazione con i 
polisaccaridi (Wingender et al., 1999b; Wingender e Jaeger, 2002) e ciò consente di 
mantenere i prodotti enzimatici in prossimità delle cellule batteriche in modo da 
ottimizzare  il loro assorbimento. Le interazioni tra enzimi ed esopolisaccaridi, inoltre, 
aumentano la termostabilità degli enzimi e la loro resistenza alla proteolisi (Skillman et 
al., 1998). Nella matrice sono presenti anche proteine non enzimatiche come le proteine 
associate alla matrice extracellulare e le proteine leganti i carboidrati extracellulari 
(chiamate lectine) che sono coinvolte nella formazione e stabilizzazione della matrice 
polisaccaridica e costituiscono un legame tra la superficie batterica e le EPS 
extracellulari (Flemming e Wingender, 2010). 
Un altro importante componente della matrice del biofilm è il DNA extracellulare 
(eDNA), la cui quantità varia molto anche tra specie strettamente correlate. Per esempio 
esso è uno dei componenti strutturali principali del biofilm di S. aureus, mentre è 
presente solo in quantità esigue nei biofilm di S. epidermidis (Flemming e Wingender, 
2010). Sebbene inizialmente l’eDNA era stato considerato semplicemente come del 
materiale residuo rilasciato da cellule che vanno spontaneamente incontro a lisi, è 
emerso recentemente che, di fatto, esso costituisce una parte integrante della matrice 
(Wingender et al., 1999b) e riveste un importante ruolo nella crescita dei batteri in 
forma di biofilm (Molin e Tolker-Nielsen, 2003). L’origine dell’eDNA sembra essere 
diversa a seconda della specie. Per esempio in P. aeruginosa l’eDNA e il DNA 
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genomico sembrano essere identici (Steinberger e Holden, 2005), mentre per altre 
specie batteriche esistono importanti differenze tra i due tipi di DNA (Böckelmann et 
al., 2006). Nei biofilm di S. epidermidis l’eDNA è generato dalla lisi di una 
sottopopolazione di batteri, mediata dall’autolisina bifunzionale (AtlE). Tale eDNA è in 
grado di promuovere la formazione del biofilm da parte della popolazione rimanente, 
supportando l’idea di un ruolo strutturale per l’eDNA (Molin e Tolker-Nielsen, 2003). 
Si ritiene, tuttavia, che le cellule lisate non siano l’unica fonte di eDNA e che 
un’escrezione attiva di DNA possa contribuire alla presenza del DNA nella matrice 
extracellulare (Flemming e Wingender, 2010). 
 
1.1.3 Proprietà delle cellule in forma di biofilm rispetto alle cellule planctoniche 
Le caratteristiche metaboliche delle cellule batteriche all’interno della comunità del 
biofilm presentano nette differenze rispetto alle stesse cellule che crescono in forma 
planctonica (Davey e O’toole, 2000). Per esempio, rispetto alle cellule planctoniche i 
biofilm microbici mostrano, generalmente, un’induzione dei geni ribosomali, di quelli 
specifici della fase stazionaria od associati a condizioni di stress e di quelli responsabili 
dell’adesione microbica a superfici; al contrario, le cellule del biofilm vanno incontro ad 
una repressione dei geni che codificano per i flagelli o per altre strutture connesse con la 
motilità (Beenken et al., 2004). 
La maggior parte delle cellule associate al biofilm presentano un ritmo di crescita più 
lento delle stesse cellule in forma planctonica;  ciò è legato all’instaurarsi all’interno del 
biofilm di condizioni ambientali estremamente eterogenee per lo stabilirsi di gradienti di  
di nutrienti, di ossigeno o di metaboliti acidi prodotti dalla fermetazione di substrati 
(Figura 3) (Batoni et al., 2011). Di conseguenza, lo stato fisiologico che caratterizza il 
passaggio dalla forma planctonica a quella di biofilm si accompagna ad una generale 
riduzione dei processi cellulari attivi, come la biosintesi di proteine di DNA e di parete 
cellulare (Batoni et al., 2011). 
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I biofilm mostrano una resistenza nei confronti degli agenti antimicrobici da 10 a 1000 
volte più elevata di quella mostrata dalle stesse cellule in forma planctonica (Kuhn et 
al., 2002). Si tratta spesso di una resistenza fenotipica in quanto è stato osservato che 
batteri resistenti al trattamento antibiotico in forma di biofilm diventano suscettibili 
all’agente antimicrobico una volta che il biofilm viene disgregato (Bayles, 2007). 
Questo incremento della resistenza è ascrivibile a diversi fattori. Innanzitutto, la matrice 
extracellulare ostacola fisicamente la diffusione degli agenti antimicrobici ed impedisce 
a questi di raggiungere i propri bersagli sequestrandoli o respingendoli per interazioni 
elettrostatiche. A causa del rallentamento del metabolismo rispetto alle cellule 
planctoniche, le cellule associate al biofilm risultano essere, inoltre, meno suscettibili 
agli antibiotici che inibiscono attività metaboliche come la sintesi del peptidoglicano, 
delle proteine o degli acidi nucleici. Alla resistenza dei biofilm agli antibiotici 
contribuiscono anche l’attivazione della risposta generale agli stress (Mah e O’Toole, 
2001) e i meccanismi di resistenza batterica codificati da elementi genetici mobili, come 
i plasmidi, il cui scambio per coniugazione è favorito all’interno del biofilm, data la 
stretta vicinanza tra cellule (Molin e Tolker-Nielsen, 2003). A causa della formazione di 
gradienti di concentrazione di nutrienti, cataboliti e molecole segnale, all’interno di un 
biofilm si crea una popolazione cellulare non omogenea. Ad esempio i batteri presenti 
negli strati più profondi dispongono di una minore quantità di ossigeno rispetto a quelli 
presenti negli strati più esterni quindi risulteranno resistenti verso alcuni antibiotici, 
Figura 3. Eterogeneità ambientale e cellulare all’interno di un biofilm microbico. 
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come gli aminoglicosidi, che richiedono condizioni di aerobiosi per esercitare un effetto 
battericida. L’eterogeneità ambientale può anche creare nicchie ecologiche nelle quali 
alcune cellule, denominate “persister”, entrano in uno stato di quiescenza, simile a 
quello delle spore batteriche, che le rende completamente resistenti agli antimicrobici 
(Singh et al., 2009; Keren et al., 2004; La Fleur et al., 2006; Lewis, 2008). 
I vantaggi della crescita come biofilm, rispetto alla vita come cellule singole, sono in 
gran parte mediati dalla presenza della matrice extracellulare e si estendono anche alla 
protezione da vari stress ambientali, come le radiazioni UV, le variazioni di pH, lo 
shock osmotico e l’essiccamento (Figura 4). Inoltre, la stretta vicinanza delle cellule nel 
biofilm può favorire sia lo stabilirsi di una cooperazione metabolica, sia il trasferimento 
genico orizzontale tra i membri della comunità, con l’acquisizione di nuove 
caratteristiche genetiche (Davey e O’toole, 2000). Infine anche la resistenza verso la 
risposta immunitaria dell’ospite risulta notevolmente aumentata: le cellule associate al 
biofilm sono infatti protette dai processi di opsonizzazione, fagocitosi e lisi mediata dal 
complemento, favorendo così l’insorgenza di infezioni croniche (Figura 4) (Kharazmi, 
1991). 
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1.1.4 Regolazione della formazione del biofilm 
Uno dei meccanismi regolatori che, in molte specie, sembra avere un ruolo importante 
nel coordinare la formazione del biofilm, è la comunicazione intercellulare o quorum-
sensing (QS) (Irie e Parsek, 2008). Il QS è la capacità che i batteri hanno di comunicare 
e di coordinare il proprio comportamento attraverso molecole segnale (Figura 5). In 
questo tipo di comunicazione, ogni singolo batterio produce una piccola quantità di una 
o più molecole segnale, spesso definite auto-induttori, che sono successivamente 
rilasciate nell’ambiente. Quando la concentrazione di tali molecole raggiunge un livello 
soglia si ha l’attivazione o la repressione di alcuni geni (Janssens et al., 2008). In questo 
C 
B A 
Figura 4. Rappresentazione di alcuni vantaggi che la matrice extracellulare conferisce alle 
cellule del biofilm: essa fornisce protezione dalle molecole antimicrobiche, dagli stress 
ambientali e dalla risposta immunitaria dell’ospite (A); è responsabile della coesione 
all’interno del biofilm che può favorire sia lo stabilirsi di una cooperazione metabolica tra 
le cellule vicine, sia il trasferimento genico orizzontale tra i membri della comunità (B); 
fornisce un ambiente altamente idratato che si secca più lentamente rispetto alle aree 
circostanti (C) (Bjarnsholt et al., 2011). 
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modo ogni singola cellula può percepire la densità batterica locale, cosicché l’intera 
popolazione può organizzare una risposta coordinata (Czárán, 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le molecole segnale dei batteri Gram-negativi derivano quasi tutte dagli acil omoserina 
lattoni (AHL), mentre i batteri Gram-positivi utilizzano, per lo più, peptidi (Irie e 
Parsek, 2008; Abraham, 2006); le specie fungine come Candida albicans e 
Saccharomyces cerevisiae utilizzano, invece, farnesolo, tirosolo, feniletanolo e 
triptofolo (Irie e Parsek, 2008). 
È stato osservato che il QS, nelle varie specie, è coinvolto in diversi momenti della 
formazione del biofilm (Irie e Parsek, 2008). Per esempio esso può indurre la 
produzione di fattori secreti, come le EPS o altre adesine o reprimere attività, come la 
motilità cellulare che, a sua volta, possono influenzare la struttura del biofilm (Irie e 
Parsek, 2008). Il QS può promuovere sia la formazione del biofilm, che la sua 
dispersione: in P. aeruginosa è coinvolto nella trascrizione di geni responsabili della 
biosintesi della matrice del biofilm (Sakuragi e Kolter, 2007) mentre, in V. cholerae, 
regola negativamente la produzione delle EPS (vps), inibendo così la formazione del 
biofilm a densità cellulari elevate. In C. albicans il tirosolo promuove la formazione 
delle ife, nelle prime fasi di sviluppo del biofilm, mentre il farnesolo promuove la 
dispersione delle cellule nelle fasi finali (Alem et al., 2006) suggerendo che la sintesi di 
queste due molecole sia regolata in maniera differenziale durante tutto il processo di 
sviluppo del biofilm. Occorre sottolineare che la maggior parte dei biofilm riscontrati in 
ambienti nosocomiali, industriali e naturali sono formati da diverse specie: ciò implica 
che le molecole rilasciate da un membro della comunità possono essere rilevate non 
solo dal produttore, ma anche dagli altri membri della comunità, dando origine ad 
Figura 5. Il quorum sensing è la capacità che i microrganismi hanno di comunicare e 
coordinare il proprio comportamento attraverso molecole segnale (Czárán, 2010). 
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interazioni sinergistiche e/o antagonistiche tra le specie che occupano lo stesso habitat 
(Batoni et al, 2011). 
 
1.1.5 Importanza medica dei biofilm 
Si stima che oltre l’80% delle infezioni microbiche nel corpo umano siano correlate alla 
formazione di biofilm che contribuiscono, in maniera significativa, alla morbilità e 
mortalità, specialmente in ambiente ospedaliero (Davies, 2003). Molte di queste, sono 
infezioni correlate all’uso di dispositivi medici (Figura 6) come cateteri venosi centrali, 
cateteri urinari, valvole cardiache, protesi articolari, dispositivi intrauterini, lenti a 
contatto, protesi dentarie acriliche, sulla cui superficie possono aderire popolazioni 
microbiche. Microrganismi in forma di biofilm possono essere individuati anche 
associati a tessuti nel corso di infezioni croniche non correlate a dispositivi (Donlan e 
Costerton, 2002; Dominic et al., 2007) come otiti medie, periodontiti, infezioni del 
tratto urinario, prostatiti, osteomieliti ematogene, endocarditi ed infezioni polmonari in 
pazienti affetti da fibrosi cistica (CF) (Agarwal et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I biofilm associati a dispositivi medici possono essere costituiti da una o più specie 
microbiche a seconda del tipo di dispositivo e della durata del suo utilizzo nel paziente. 
Per esempio, i biofilm su cateteri urinari inizialmente possono essere costituiti da una 
singola specie, ma tempi di permanenza prolungati portano inevitabilmente alla 
Figura 6. Cellule di Staphylococcus aureus formanti un biofilm su una valvola 
cardiaca (a sinistra) e su un tubo endotracheale (a destra) (Boles & Horswill, 2011).  
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formazione di biofilm multispecie (Stickler, 1996). L’importanza clinica delle infezioni 
correlate al biofilm è principalmente ascrivibile alla refrattarietà dei microrganismi ai 
composti antimicrobici. Sebbene sulla base di test standard di laboratorio i 
microrganismi coinvolti nell’infezione risultino suscettibili al farmaco scelto per il 
trattamento, c’è il rischio che la terapia antibiotica sistemica sia in grado di eliminare 
solo i batteri in fase planctonica rilasciati dal biofilm, mentre risulti inefficace verso le 
cellule immerse nella matrice che, una volta terminata la terapia, si propagano di nuovo 
all’interno del biofilm e continuano la disseminazione con conseguente persistenza o 
aggravamento dei sintomi dell’infezione (Donlan e Costerton, 2002). 
Quando un dispositivo medico fisso viene in contatto con dei microrganismi, numerose 
variabili determinano l’eventuale formazione di un biofilm sulla sua superficie. 
Innanzitutto i microrganismi devono aderire alle superfici esposte del dispositivo 
abbastanza a lungo da permettere una adesione irreversibile. La velocità di adesione, a 
sua volta, dipende dal numero e dalla tipologia dei microrganismi con il quale il 
dispositivo viene in contatto nonché dal flusso del liquido biologico (es: saliva, sangue, 
urine) che bagna il dispositivo o dalle sue caratteristiche fisico-chimiche (Donlan, 
2001). Una volta che le cellule microbiche si sono attaccate irreversibilmente al 
substrato ed hanno iniziato la produzione della matrice extracellulare il loro tasso di 
crescita è influenzato dalla velocità del flusso, dalla composizione del mezzo in termini 
di nutrienti, dalla concentrazione delle sostanze antimicrobiche e dalla temperatura 
ambientale (Donlan, 2001).   
Nella relazione tra biofilm e malattie un’altra questione rilevante è la possibilità che 
singole cellule o aggregati cellulari si distacchino dal biofilm maturo come risultato 
della crescita e divisione cellulare, della variazione nella concentrazione dei nutrienti o 
del rilascio di auto-induttori del QS (Davies et al., 1998) dando luogo ad una possibile 
disseminazione dell’infezione a livello locale e/o sistemico. Inoltre i batteri Gram-
negativi presenti all’interno dei biofilm possono produrre endotossina (Rioufol et al., 
1999) con effetti locali e/o sistemici potenzialmente gravi. Per esempio, biofilm formati 
da batteri Gram-negativi sono stati rinvenuti sulla superficie interna dei tubi di silicone 
delle macchine per dialisi ed è stato dimostrato che la conta batterica su tali tubi correla 
in maniera significativa con i livelli sierici di endotossina nei pazienti sottoposti a dialisi 
(Vincent et al., 1989). L’endotossina rilasciata da questi biofilm aumenta la 
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bioincompatibilità del liquido di dialisi causando complicazioni infiammatorie a lungo 
termine nei pazienti sottoposti a dialisi (Cappelli et al., 2000). 
 
1.2 Staphylococcus epidermidis 
 
1.2.1 Caratteristiche generali degli stafilococchi 
I microrganismi appartenenti al genere Staphylococcus sono cocchi Gram-positivi, 
catalasi-positivi, immobili, asporigeni, con un diametro di circa 1µm, generalmente 
disposti in ammassi irregolari (il nome del genere deriva, infatti, dal greco staphylé, 
grappolo). Furono così denominati dal chirurgo scozzese Alexander Ogston che per 
primo, nel 1881, li osservò al microscopio ottico in un materiale purulento (Newsom, 
2008). Tre anni più tardi, il tedesco Rosenbach riuscì a coltivarli in vitro e conferì loro 
dignità tassonomica, definendo il genere Staphylococcus. La distinzione del genere in 
due specie caratterizzate l’una da colonie color oro (S. aureus) e l’altra da colonie 
bianche o non pigmentate (S. albus), diede l’avvio ad una impostazione dualistica della 
classificazione degli stafilococchi destinata a persistere per molti decenni. Questa 
tradizionale impostazione contrapponeva alla specie coagulasi-positiva, altamente 
patogena (S. aureus), la specie coagulasi-negativa considerata commensale (S. albus, 
poi ridenominata S. epidermidis) e, pertanto, tendenzialmente trascurata da un punto di 
vista clinico. Soltanto negli ultimi decenni è stata fatta chiarezza sia sulla tassonomia sia 
sul coinvolgimento nella clinica degli stafilococchi coagulasi-negativi che, lungi 
dall’essere un’unica specie, comprendono in realtà una varietà di specie diverse, alcune 
delle quali responsabili di gravi infezioni sia comunitarie che nosocomiali (Antonelli et 
al., 2012).  
E’ oggi noto che il genere Staphylococcus comprende diverse specie batteriche che 
comunemente colonizzano la cute e le mucose dell’uomo e di altri mammiferi (Kloos et 
al., 1986).  
Insieme ad altri cocchi Gram-positivi, catalasi-positivi, gli stafilococchi sono 
tradizionalmente considerati parte della famiglia delle Micrococcaceae. La produzione 
di catalasi distingue classicamente gli stafilococchi da molti altri cocchi Gram-positivi 
di interesse clinico, come gli streptococchi e gli enterococchi, mentre la produzione di 
coagulasi costituisce la base tradizionale per differenziare S. aureus dalle altre specie 
del genere Staphylococcus che sono spesso indicate cumulativamente come 
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Stafilococchi Coagulasi Negativi (CNS). Esistono, in realtà, alcune specie di 
stafilococchi coagulasi-positivi distinte da S. aureus, ma queste infettano ospiti diversi 
dall’uomo.  
Gli stafilococchi sono aerobi-anaerobi facoltativi e crescono bene nei comuni terreni di 
coltura. Sono tipicamente alofili, avendo la capacità di replicarsi in presenza di elevate 
concentrazioni saline, caratteristica questa sfruttata nell’allestimento dei più comuni 
terreni di coltura selettivi per questi batteri (Antonelli et al., 2012). Tra gli stafilococchi, 
S. epidermidis è la specie che più di frequente viene isolata dalle superfici epiteliali 
dell’uomo e colonizza per lo più ascelle e narici (Kloos e Musselwhite et al., 1975).  
L’analisi del genoma di S. epidermidis indica che tale specie è dotata di geni in grado di 
conferire protezione dalle difficili condizioni potenzialmente presenti nel suo habitat 
naturale (Gill et al., 2005; Zhang et al., 2003). Per esempio per far fronte a 
concentrazioni saline e pressioni osmotiche elevate, S. epidermidis ha otto scambiatori 
sodio/protoni e sei sistemi di trasporto coinvolti nell’osmoprotezione (Gill et al., 2005). 
Ceppi diversi nell’ambito della specie S. epidermidis mostrano un elevato grado di 
diversità con 74 Sequence Types (ST) identificati (Miragaia et al., 2007). I più 
frequentemente isolati sono gli ST2, appartenenti al Clonal Complex 2 (CC2). L’ampia 
diffusione degli ST2 potrebbe essere dovuta al fatto che tutti gli ST2 isolati contengono 
la sequenza di inserzione IS256 e i geni ica (vedi paragrafo 1.2.3) (Li et al., 2009), due 
fattori correlati all’invasività di S. epidermidis (Galdbart et al., 2000; Gu et al., 2005; 
Kozitskaya et al., 2004; Yao et al., 2005b). Molti isolati ST2, inoltre, mostrano in vitro 
la capacità di formare biofilm (Li et al., 2009). 
 
1.2.2 Importanza clinica di S. epidermidis 
Tra i CNS, S. epidermidis è la specie maggiormente coinvolta in infezioni dell’uomo 
(Uçkay et al., 2009; Rogers et al., 2009). In particolare, tale germe rappresenta la specie 
più frequentemente associata alla colonizzazione di dispositivi medici, come cateteri 
venosi centrali (CVC) e periferici (Rogers et al., 2009) che rappresentano il punto di 
partenza per una eventuale disseminazione sistemica dell'infezione. Negli anni, tali 
infezioni sono andate progressivamente aumentando di pari passo con l’incremento 
dell’utilizzo di dispositivi medici di varia tipologia (CDC et al., 2004; O’Grady et al., 
2002). Le infezioni sistemiche, di solito, hanno come fattore predisponente la 
contaminazione del dispositivo medico con batteri presenti sulla cute del paziente o del 
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personale sanitario durante l’inserimento del dispositivo stesso. Il loro trattamento 
spesso richiede la completa rimozione del dispositivo infettato seguita da una 
prolungata terapia antibiotica. Le infezioni sistemiche originatesi da cateteri 
intravascolari infettati raggiungono negli U.S.A. i 250.000 casi per anno con un tasso di 
mortalità tra l’1 e il 25% (Otto, 2012). Queste infezioni rappresentano, inoltre, un 
notevole onere per il sistema sanitario pubblico, con un costo di circa 25.000 dollari per 
ogni paziente infettato (O’Grady et al.,2002; Raad et al., 2007).   
S. epidermidis può essere coinvolto anche in contaminazioni di protesi articolari, di 
trapianti vascolari, di ferite postoperatorie, di dispositivi cardiaci (Rogers et al., 2009) e 
di endocarditi associate alla colonizzazione di valvole protesiche (Chu et al.,2009). 
 
1.2.3 Produzione di biofilm da parte di S. epidermidis 
S. epidermidis mostra un particolare adattamento alla modalità di crescita in forma di 
biofilm, caratteristica che è considerata il principale fattore di virulenza di tale specie 
batterica (Otto, 2009) in quanto protegge il germe dai meccanismi di difesa dell’ospite e 
dall’azione degli antibiotici (Costerton et al., 1995; Costerton et al.,1999). In seguito 
alla formazione di biofilm, infatti, il germe va incontro ad una generale riduzione dei 
processi basali della cellula come la biosintesi di acidi nucleici, proteine e parete 
cellulare (Yao et al., 2005a) che lo rendono refrattario alla maggior parte degli 
antibiotici che hanno come bersaglio cellule in attiva moltiplicazione, come le 
penicilline (Khardori et al., 1995), gli aminoglicosidi (Duguid et al., 1992a) e i 
chinoloni (Duguid et al., 1992b). 
La formazione del biofilm inizia con l’adesione delle cellule batteriche ad una superficie 
e la successiva loro aggregazione in strutture multicellulari; dunque, lo sviluppo di un 
biofilm richiede forze adesive sia per la colonizzazione delle superfici che per le 
interazioni cellula-cellula. Forze disgregatrici sono, invece, necessarie sia per la 
formazione dei canali che permettono ai nutrienti di raggiungere tutte le cellule e che 
conferiscono al biofilm maturo la sua tipica struttura tridimensionale, sia per il distacco 
di gruppi di cellule che limita l’espansione del biofilm, ma nello stesso tempo porta ad 
una disseminazione dell’infezione (O’Toole et al., 2000) (Figura 7). 
L’adesione a superfici abiotiche, come i cateteri, è regolata principalmente 
dall’idrofobicità della superficie della cellula batterica (Vacheethasanee et al., 1998). 
Esistono inoltre specifiche proteine di S. epidermidis che, probabilmente, sono coinvolte 
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nell’adesione del germe alle superfici come per esempio la proteina AtlE (Heilmann et 
al., 1997), una proteina bifunzionale che si comporta da adesina e da autolisina, o la 
proteina Bap (Biofilm-Associated Protein) (nota anche col nome Bhp, cioè 
Bap Homologue Protein) (Tormo et al., 2005a). Queste proteine sembrano essere 
coinvolte anche nel rilascio del DNA batterico nell’ambiente extracellulare, un fattore 
importante per le fasi di adesione e di aggregazione (Qin et al., 2007; Rice et al., 2007).    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
S. epidermidis possiede una vasta gamma di proteine di superficie denominate 
MSCRAMM (Componenti della Superficie Microbica che Riconoscono Molecole di 
Matrice Adesive). Tali proteine presentano una spiccata capacità di interagire con 
proteine della matrice dell’ospite che ricoprono le superfici abiotiche come quelle dei 
dispositivi medici. Le MSCRAMM possono essere legate covalentemente alla 
superficie batterica dalla sortasi A (un enzima che lega al peptidoglicano proteine di 
superficie caratterizzate dalla sequenza LPXTG all’estremità carbossi-terminale) 
(Mazmanian et al., 1999) o possono instaurare legami non covalenti con polimeri di 
superficie come gli acidi teicoici della parete batterica (Navarre et al., 1999). Il legame 
al fibrinogeno ed al collagene è stato dimostrato per la proteina SdrG (Serine-aspartate 
repeat-containing protein G) (nota anche come Fbe) e per la proteina SdrF (Serine-
aspartate repeat-containing protein F) che risultano legate covalentemente alla 
Figura 7. Stadi di formazione del biofilm di S. epidermidis e molecole coinvolte 
(O’Toole et al., 2000). 
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superficie batterica (Arrecubieta et al., 2007; Hartford et al., 2001); al contrario, le 
autolisine AtlE e Aae sono legate non covalentemente con i polimeri di superficie e 
possono legare fibrinogeno, fibronectina e vitronectina (Heilmann et al.,1997; 
Heilmann et al., 2003). In S. epidermidis, le MSCRAMM maggiormente presenti sono 
SdrF, SdrH (Serine-aspartate repeat-containing protein H) e SdrG (McCrea et al.,2000) 
e tra queste la più studiata è SdrG, una proteina necessaria e sufficiente all’adesione di 
S. epidermidis al fibrinogeno in vitro (Hartford et al., 2001; Nilsson et al., 1998) ed in 
grado di promuovere infezioni associate all’uso di cateteri venosi centrali in vivo (Guo 
et al., 2007). 
La fase successiva nello sviluppo del biofilm di S. epidermidis è rappresentata 
dall’aggregazione intercellulare che è mediata da diverse macromolecole extracellulari 
quali gli esopolisaccaridi ed alcune proteine che rappresentano i componenti principali 
della matrice extracellulare del biofilm (Otto, 2009). In più, gli acidi teicoici (Gross et 
al., 2001; Sadovskaya et al., 2005) ed il DNA extracellulare (Rice et al.,2007) possono 
avere funzioni accessorie nell’aggregazione dei batteri grazie, probabilmente, al loro 
carattere polianionico. 
Molti ceppi di S. epidermidis producono l’esopolisaccaride PIA (Adesina 
Polisaccaridica Intercellulare), noto anche come PNAG (poli-N-acetil-glucosamina), 
che circonda e connette le cellule del biofilm di S. epidermidis (Mack et al., 1996). Si 
tratta di un omoglicano composto da residui di N-acetil-glucosammina (GlcNAc) tenuti 
insieme da legami β 1-6 glucosidici (Mack et al., 1996; Rohde et al., 2010) (Figura 8). 
Il 15% circa di tali residui risulta essere de-acetilato, dunque carico positivamente, 
mentre altri residui presentano cariche negative, dovute alla loro O-succinilazione 
(Rohde et al., 2010). Questo polimero, che differisce dagli altri polimeri PNAG trovati 
in natura (come la chitina) per la presenza di legami β 1-6 (Mack et al.,1996), 
recentemente è stato individuato anche in molti altri microrganismi, tra cui Yersinia 
pestis ed Escherichia coli (Darby et al., 2002; Wang et al., 2004). 
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Si ritiene che la produzione di PIA sia cruciale per la formazione di biofilm in vitro 
(Heilmann et al., 1996a; Heilmann et al., 1996b) e che essa abbia un impatto importante 
anche in vivo, come rivelato da studi su modelli animali con infezioni correlate a 
biofilm di S. epidermidis (Francois et al., 2003; Rupp et al., 1999a; Rupp et al., 1999b; 
Chokr et al., 2007; Fluckiger et al., 2005). La biosintesi di PIA è realizzata dai prodotti 
genici del locus ica (adesione intercellulare) (Heilmann et al., 1996b) che è composto 
da quattro geni: icaA (1238pb), icaD (305pb), icaB (869pb) ed icaC (1067pb) (Gerke et 
al., 1998). Immediatamente a monte dei geni ica è presente il gene icaR (557pb) che 
codifica per un repressore della trascrizione genica ed è trascritto nel verso opposto 
(Conlon et al., 2002) (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
IcaA ed IcaD sono due proteine trans-membrana responsabili della produzione di una 
catena di monomeri di GlcNAc, la cui elongazione dipende da un’altra proteina di 
membrana, IcaC, che probabilmente consente la traslocazione del polisaccaride 
attraverso la membrana citoplasmatica (Gerke et al., 1998; Götz, 2002). La parziale de-
Figura 8. Il PIA (Adesina Polisaccaridica Intercellulare) è un omoglicano composto 
da residui di N-acetil-glucosammina parzialmente deacetilati, dunque carichi 
positivamente, tenuti insieme da legami β 1-6 glucosidici (Mack et al., 1996). 
Figura 9. Operone ica con i geni icaA, icaD, icaB, icaC ed, a monte di essi, il gene 
icaR che codifica per un repressore (Conlon et al., 2002). 
24 
 
acetilazione dei residui di GlcNAc è effettuata, dopo l’esportazione, da IcaB, un enzima 
localizzato sulla superficie cellulare (Vuong et al., 2004b) (Figura 10). Le cariche 
positive introdotte da IcaB sono importanti per il legame del PIA a vari tipi di superfici, 
per il suo ruolo aggregante nella formazione del biofilm e per conferire al biofilm stesso 
resistenza ai meccanismi di evasione della risposta immune (Vuong et al., 2004b). In S. 
epidermidis è stato dimostrato, infatti, che il PIA svolge un ruolo protettivo nei 
confronti del killing da parte dei neutrofili, della deposizione del complemento, del 
legame delle immunoglobuline e dell’azione dei Peptidi Antimicrobici (AMPs) 
(Kristian et al., 2008; Vuong et al., 2004d; Begun et al., 2007). Benchè cationico, il PIA 
sembra però offrire protezione sia dagli AMPs cationici che da quelli anionici, 
suggerendo che il suo meccanismo d’azione non è limitato ad una repulsione 
elettrostatica di AMPs della stessa carica (Vuong et al., 2004d). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In molti ceppi, nonostante siano presenti i geni ica, non viene rilevato PIA in vitro; 
l’inattivazione dell’operone ica potrebbe essere causata dall’inserzione dell’elemento 
IS256 (Ziebuhr et al., 1999), dall’azione del repressore icaR (Conlon et al., 2002) o da 
una regolazione post-trascrizionale (Knobloch et al., 2002).   
Di recente è stato riconosciuto che il PIA non è indispensabile alla formazione di 
biofilm di tutti i ceppi di S. epidermidis e che, in realtà, esiste una notevole eterogeneità 
tra isolati clinici relativamente alla produzione di matrice extracellulare. Ceppi privi dei 
Figura 10. Biosintesi del PIA e proteine coinvolte in tale processo (Otto, 2009). 
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geni ica possono formare biofilm in vitro (Kogan et al., 2006) e ceppi ica-negativi sono 
stati isolati da infezioni associate a biofilm (Rohde et al., 2007). Fattori proteici 
extracellulari potrebbero giocare un ruolo importante nella formazione di biofilm da 
parte di questi ceppi, in sostituzione del PIA. Tali biofilm sono, infatti, sensibili 
all’azione di proteasi, ma non a quella degli enzimi che degradano i polisaccaridi 
(Rohde et al., 2007). In alcuni ceppi, la formazione di biofilm può essere mediata anche 
od esclusivamente da specifiche proteine di superficie, denominate Embp (Christner et 
al., 2010) Bhp (Tormo et al., 2005a) ed Aap (Accumulation associated protein) 
(Hussain et al., 1997). Aap è una proteina costituita da due domini, A e B, che per 
esercitare il suo effetto stimolante sulla formazione di bioflm richiede un’attivazione 
proteolitica (Rohde et al., 2005) e la presenza di ioni zinco (Conrady et al., 2008). Tali 
ioni sembrano necessari alla dimerizzazione, mediata dai domini B, di proteine Aap 
presenti su cellule vicine (Conrady et al., 2008) e ciò potrebbe essere alla base della 
formazione di strutture fibrillari sulla superficie batterica (Banner et al., 2007). Gli 
stessi domini sono noti interagire con la GlcNAc e potenzialmente possono legare il 
PIA, formando un network di proteine e polisaccaridi (Bateman et al., 2005). 
 
1.2.4 La fase di dispersione del biofilm di S. epidermidis 
In S. epidermidis il distacco di elementi cellulari dal biofilm è controllato dal sistema 
agr che, a sua volta, è sotto il controllo del QS; biofilm in cui il sistema agr è inattivo 
sono più spessi e presentano evidenti difetti nella fase di dispersione (Vuong et al., 
2003; Vuong et al., 2004c). Due sono i meccanismi principali che sono stati proposti 
per spiegare la fase di dispersione dei biofilm degli stafilococchi: la degradazione 
enzimatica degli esopolimeri della matrice del biofilm o l’interferenza con le interazioni 
non covalenti coinvolte nell’adesione cellulare da parte di molecole con effetto 
detergente. 
Mentre la degradazione enzimatica di matrici di natura proteica è stata dimostrata in 
biofilm di S. aureus (Bolles et al., 2008), non sono state trovate evidenze sperimentali 
per confermare questa ipotesi in S. epidermidis. Gli stafilococchi non sembrano avere 
enzimi dedicati all’idrolisi del PIA, al contrario di altri microrganismi produttori di tale 
adesina (Kaplan et al., 2004; Kaplan et al., 2003). Al contrario, la produzione di 
molecole con azione detergente sembra svolgere un ruolo chiave nella fase di 
dispersione dei biofilm di stafilococchi; tali molecole ostacolano le interazioni non 
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covalenti (come le interazioni elettrostatiche o quelle idrofobiche) che intercorrono tra il 
PIA, caricato positivamente, ed i polimeri di superficie anionici delle cellule batteriche 
o tra le regioni idrofobiche della superficie di cellule batteriche contigue. E’ stato 
ipotizzato che queste molecole includano la δ-tossina di S. epidermidis, appartenente 
alla famiglia delle moduline fenolo-solubili (PSM), brevi peptidi ad α-elica di natura 
anfipatica con funzione pro-infiammatoria ed a volte citolitica (Kong et al., 2006). Le 
PSM di S. epidermidis sono strettamente regolate dal sistema agr (Vuong et al., 2004a; 
Yao et al., 2006) a sostegno dell’ipotesi che tale sistema possa essere coinvolto nella 
de-strutturazione del biofilm. In uno studio condotto su circa 200 ceppi di S. 
epidermidis è stato osservato che la produzione di PSM era largamente diffusa ad 
eccezione di quei ceppi naturalmente privi del sistema agr (Vuong et al., 2003; Vuong 
et al., 2004a; Klingenberg et al., 2007). 
 
1.2.5 Altri fattori di virulenza di S. epidermidis 
Oltre al PIA, S. epidermidis produce anche un omopolimero lineare di acido 
glutammico chiamato PGA (acido poli-γ-glutammico). Esso è sintetizzato dai prodotti 
genici del locus cap e risulta essere di fondamentale importanza per la resistenza alla 
fagocitosi da parte dei neutrofili e per la resistenza del germe agli AMPs (Kocianova et 
al., 2005). Il PGA, inoltre, favorisce la crescita di S. epidermidis ad elevate 
concentrazioni saline ed è indotto in presenza di tali condizioni (Kocianova et al., 
2005). Esso è presente in molti CNS, mentre è assente in S. aureus (Gill et al., 2005). 
S. epidermidis produce, inoltre, una serie di proteasi che contribuiscono alla virulenza 
del germe causando la distruzione dei tessuti colonizzati e quella delle proteine 
dell’ospite. Tra queste ricordiamo SepA che degrada gli AMPs dell’uomo (Lai et al., 
2007) o Esp che degrada il fibrinogeno od il fattore C5 del complemento (Dubin et al., 
2001) e può anche contribuire alla competizione tra specie durante la colonizzazione 
(Iwase et al., 2010). 
S. epidermidis secerne anche delle lipasi, il cui ruolo nella patogenicità del germe non è 
stato ancora ben compreso (Farrell et al., 1993; Simons et al., 1998) ed un enzima con 
attività modificante gli acidi grassi (FAME) che detossifica gli acidi grassi, dannosi per 
il batterio (Farrell et al., 1993; Simons et al., 1998; Chamberlain et al., 1997). 
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1.2.6 Riconoscimento immune di S. epidermidis da parte dell’ospite 
I Profili Molecolari Associati ai Patogeni (PAMP) sono strutture esposte sulla superficie 
batterica che l’immunità naturale riconosce come non-self attraverso Recettori per il 
Riconoscimento dei Profili (PRR) quali, ad esempio, i recettori Toll-like (TLR) (Mack 
et al., 1996). PAMP comuni nei batteri Gram positivi sono rappresentate dalle 
lipoproteine e dagli acidi lipoteicoici di parete; il loro riconoscimento attiva meccanismi 
di difesa dell’ospite come la fagocitosi od il rilascio di citochine da parte di cellule 
dell’immunità innata (Heine e Ulmer, 2005). Alcuni studi indicano che in S. epidermidis 
sono presenti specifiche molecole aggiuntive che si comportano da PAMP e sono in 
grado, pertanto, di stimolare la risposta immunitaria innata dell’ospite. Tra queste 
assume, di nuovo, una notevole importanza il PIA che è riconosciuto dal recettore TLR2 
(Stevens et al., 2008). Il riconoscimento del PIA da parte del sistema immunitario 
umano costituirebbe quindi un interessante esempio di “gioco a nascondino” tra il 
patogeno e l’ospite dato che la stessa sostanza utilizzate dal batterio per evadere il 
sistema immunitario sarebbe anche responsabile dell’attivazione dei meccanismi di 
difesa innata dell’ospite (Otto, 2009). 
 
1.2.7 Sistemi di rilevazione di peptidi antimicrobici da parte di S. epidermidis  
Se, da un lato, il sistema immunitario dell’uomo riconosce i PAMP di S. epidermidis, 
dall’altro il microrganismo possiede dei meccanismi per rilevare la presenza di 
molecole prodotte dall’ospite che percepisce come dannose. A tale riguardo, è stato 
recentemente identificato nel germe un sistema capace di percepire gli AMPs, definito 
aps (antimicrobial peptide sensor), che, in risposta a vari peptidi, incrementa i 
meccanismi di difesa degli stafilococchi verso tali molecole (Li et al., 2007b). Questi 
meccanismi includono l’aggiunta di alanina agli acidi teicoici e di lisina ai fosfolipidi di 
membrana da parte dell’enzima MprF (Multiple peptide resistance factor), con 
conseguente riduzione delle cariche negative della superficie batterica e minore affinità 
per gli AMPs cationici (Li et al., 2007b). Si ritiene, inoltre, che le proteine VraF e VraG 
(Li et al., 2007a) funzionino come esportatori di AMPs rimuovendo i peptidi dalla 
membrana citoplasmatica. Il sistema aps, che rappresenta il primo esempio di sensore di 
AMPs nei batteri Gram positivi, svolge una funzione simile a quella del sensore di 
AMPs PhoP-PhoQ identificato nei batteri Gram negativi (Bader et al., 2005) anche se i 
due sistemi non sembrano evolutivamente correlati. L’attivazione e la risposta protettiva 
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del sistema aps è limitata agli AMPs cationici; esso, inoltre, rappresenta un esempio 
unico di sensore a tre componenti ovvero di un sistema regolatore che contiene una 
componente essenziale dalla funzione sconosciuta, ApsX, oltre alle classiche 
componenti di un sistema a due componenti, l’istidina chinasi ApsS (nota anche come 
GraS) e la proteina regolatrice della risposta, AspR (nota anche come GraR) (Otto, 
2009). 
 
1.2.8 Antibiotico-resistenza di S. epidermidis 
La resistenza alla meticillina è ampiamente diffusa tra i CNS isolati in ambito 
ospedaliero, tra cui anche S. epidermidis (S. epidermidis Meticillina-Resistente, MRSE) 
(Diekema et al., 2001) ed è dovuta alla presenza del gene mecA, che codifica per una 
proteina legante la penicillina, PBP2a, con una ridotta affinità per la meticillina 
(Chambers et al., 1985). Tra i ceppi di S.epidermidis isolati in ambiente ospedaliero è 
diffusa anche la resistenza agli aminoglicosidi ed ai macrolidi ed, in minore misura, alla 
tetraciclina, al cloramfenicolo ed alla clindamicina (Rogers et al., 2009). La resistenza 
intermedia alla vancomicina è in aumento (S. epidermidis resistente Intermedio alla 
Vancomicina, VISE) (Jones, 2006), mentre non è stato riportato alcun incremento nella 
frequenza di isolati clinici con elevata resistenza alla vancomicina. Si registra, poi, 
sebbene molto raramente, una resistenza verso gli antibiotici introdotti più recentemente 
nella pratica clinica come il linezolid e le streptogramine, mentre non sono stati ancora 
individuati ceppi resistenti alla daptomicina e alla tigeciclina (Rogers et al., 2009). 
 
1.3 Influenza del pH sulla formazione del biofilm di stafilococchi 
La efficace adesione delle cellule microbiche alla superficie di un dispositivo medico e 
la successiva formazione di biofilm è legata, oltre che alle interazioni fisiche, anche alle 
caratteristiche del mezzo che circonda il dispositivo, come per esempio il pH, la forza 
ionica o la temperatura. Tali caratteristiche del mezzo, infatti, hanno la capacità di 
influenzare le proprietà fisico chimiche della superficie batterica e, di conseguenza, la 
sua capacità di aderire ad un substrato (Hamadi et al., 2004). L’influenza del pH sullo 
sviluppo dei biofilm è particolarmente interessante in ambito ospedaliero, dove 
disinfettanti sia acidi sia alcalini sono utilizzati per la disinfezione di molti dispositivi 
medici (ad es le protesi dentali) e per la pulizia delle superfici (Pitt et al., 2003). 
Zmantar e collaboratori, in accordo con studi precedenti, mostrano come cellule di S. 
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aureus aderiscano fortemente a superfici di vetro se si trovano in un mezzo che abbia un 
pH compreso tra 4 e 6, mentre aderiscano poco a pH molto acidi (2 o 3) o molto 
alcalini. L’influenza del pH sull’adesione è probabilmente legata alla sua influenza  
sull’attività degli enzimi batterici che presentano, come è noto, pH specifici di attività 
(White et al., 1978). È stato dimostrato come la formazione di biofilm sia indotta 
quando i batteri si trovano in condizioni di stress da pH (Fitzpatrick et al., 2002).       
 
1.4 Approcci terapeutici innovativi contro i biofilm  
Negli ultimi anni si stanno compiendo numerosi sforzi per l’individuazione di valide 
terapie, alternative ai comuni antibiotici, contro i biofilm microbici. Al momento i 
trattamenti allo studio che hanno rivelato una certa attività verso biofilm di S. 
epidermidis sono: 
i) trattamenti enzimatici di dispersione del biofilm che, causando la 
disgregazione della matrice polisaccaridica rendono accessibili le cellule batteriche ai 
trattamenti con antibiotici convenzionali. L’eterogeneità della composizione della 
matrice che contiene polisaccaridi, proteine ed eDNA rende indispensabile il 
trattamento combinato di più enzimi. Tra questi, la DNasi I promuove la degradazione 
dell’ eDNA, una delle maggiori componenti dei biofilm stafilococcichi. L’impiego in 
vitro di tale enzima nelle fasi iniziali, e cioè al momento dell’inoculo/infezione,  si è 
rivelato capace di inibire la formazione del biofilm; tale trattamento risulta però meno 
efficace nella dispersione di biofilm già formati (Brooks e Jefferson,  2012). I possibili 
effetti tossici dell’enzima in vivo non sono ancora noti. Un altro enzima ad effetto 
disgregante sulla matrice è la dispersina B, prodotta da Actinobacillus 
actinomycetemcomitans, un’idrolasi che degrada specificatamente il legame 1,6 del 
PIA/PNAG; tale enzima risulta in grado di disgregare il biofilm già formato e di inibire 
completamente la formazione del biofilm di stafilococchi (Chaingnon et al., 2007; Izano 
et al., 2008). Le limitazioni applicative della dispersina B in vivo sono le stesse della 
DNasi I e cioè i potenziali effetti tossici. La lisostafina, un endopeptide derivato da 
Staphylococcus simulans, è capace di rompere i ponti di pentaglicina del peptidoglicano 
della parete cellulare degli stafilococchi (Brooks e Jefferson, 2012). L’attività del 
peptide si manifesta sia su cellule metabolicamente attive che su quelle dormienti. Studi 
in vitro hanno evidenziato come la lisostafina sia in grado di distruggere 
l’esopolisaccaride di matrice (EPS) di biofilm maturi di S. epidermidis e di S. aureus 
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(Wu et al., 2003). Studi più recenti in vivo hanno confermato l’efficacia della lisostafina 
nel trattamento dei biofilm sviluppati su catetere, in modelli murini (Kokai-Kun et al., 
2009). Tuttavia la suscettibilità alla lisostafina varia tra ceppi diversi limitandone così il 
possibile potenziale applicativo. In ultimo, le proteasi in particolare la Proteinasi K e la 
tripsina sono capaci di inibire la formazione di biofilm di S. epidermidis e di S. aureus e 
di disperdere biofilm già formati (Brooks e Jefferson, 2012). Per tale proprietà la 
Proteinasi K viene utilizzata in saggi diagnostici in vitro per determinare se i ceppi di 
stafilococchi isolati da campioni clinici producano biofilm dipendenti o meno dalla 
presenza di PIA/PNAG. Ovviamente, l’impiego delle proteasi in vivo potrebbe porre 
seri problemi di sicurezza a causa dei possibili effetti degradativi diretti non solo verso 
la componente proteica della matrice del biofilm, ma anche verso il tessuto circostante 
la sede di applicazione.            
ii) chelanti di cationi divalenti come Mg2+ e Ca2+ necessari per la crescita 
cellulare, l’integrità della parete batterica, l’aderenza microbica al substrato, la 
formazione del biofilm e la sua stabilizzazione strutturale (Raad et al., 2008). Tra i 
chelanti più utilizzati vi è il citrato trisodico, chelante degli ioni calcio e di altri ioni 
divalenti, che inibisce la formazione del biofilm, la crescita batterica e la coagulazione 
nel lume dei cateteri venosi centrali. Anche l’EDTA ad effetto anticoagulante e chelante 
nei confronti di ioni magnesio, calcio e ferro ed ha un effetto nella prevenzione della 
formazione del biofilm degli stafilococchi (Shanks et al., 2006).  
iv) terapia fotodinamica è stata proposta per il trattamento di infezioni associate 
alla formazione di biofilm su superfici di impianti odontoiatrici. Il trattamento 
prevede l’applicazione sul biofilm di un composto chimico fotosensibile e la sua 
esposizione ad una sorgente luminosa a bassa intensità con una lunghezza 
d’onda appropriata. Il trattamento determina lo sviluppo di radicali liberi 
dell’ossigeno causando danni cellulari che comportano la dispersione del biofilm 
(Brooks e Jefferson, 2012). Recenti studi hanno dimostrato che numerosi 
composti fotosensibili sono attivi verso biofilm ceppi di S. epidermidis e di S. 
aureus sia farmaco-resistenti che sensibili (Di Poto et al., 2009). 
Sfortunatamente l’applicazione di questa metodica è ristretta alle zone 
accessibili dal trattamento luminoso. 
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1.5 I peptidi antimicrobici 
 
1.5.1 Caratteristiche e proprietà di una potenziale nuova classe di farmaci 
antimicrobici 
La progressiva diminuizione dell’efficacia degli antibiotici, a causa della sempre più 
diffusa resistenza microbica, rende estremamente urgente lo sviluppo di nuove classi di 
farmaci per la terapia delle malattie da infezione. A tal riguardo, negli ultimi anni, 
grande interesse ha suscitato lo studio dei peptidi antimicrobici naturali, molecole 
prodotte da vari tipi cellulari di organismi appartenenti a disparati livelli della scala 
evolutiva (protozoi, anfibi, insetti, mammiferi e piante), che rappresentano un 
componente essenziale del sistema immunitario innato (Schroder, 1999). Una prova 
indiretta della partecipazione dei peptidi naturali alla resistenza innata alle infezioni è 
fornita dalle loro potenti proprietà antimicrobiche e dalla loro strategica localizzazione 
in distretti anatomici, quali cute e mucose, primariamente esposti al contatto con i 
microrganismi (Hancock e Lehrer, 1998). Oltre ad essere costitutivamente espressi, i 
geni codificanti per i peptidi naturali possono, spesso, essere rapidamente indotti da 
stimoli lesivi, infiammatori o da componenti microbici, sottolineando, ancora una volta, 
la loro partecipazione come prima barriera difensiva nei confronti degli agenti infettivi 
(Zasloff, 2002). 
L’importanza dell’immunità innata nella difesa dalle infezioni è particolarmente 
evidente negli anfibi: ogni singola specie produce il suo particolare “set” di molecole 
peptidiche (temporine, bombinine, esculentine, magainine) e tali molecole possono 
essere indotte dal contatto con microrganismi ambientali (Nicolas e Mor, 1995; 
Mangoni et al., 2001; Rinaldi et al., 2002). Varie famiglie di peptidi sono prodotte 
anche dai mammiferi quali: le protegrine dai suini, le bactenecine dai bovini e le 
defensine, le catelicidine e le istatine dall’uomo (Reddy et al., 2004). Tra gli 
invertebrati, gli insetti sono una fonte particolarmente importante di peptidi cationici: 
Drosophila melanogaster è in grado di produrre numerose famiglie di peptidi quali le 
cecropine, le diptericine e le drosomicine (Reddy et al., 2004). 
Da un punto di vista strutturale, i peptidi cationici naturali sono costituiti da 12-50 
aminoacidi e presentano una netta carica positiva (da +2 a +11) dovuta ad un eccesso di 
aminoacidi basici rispetto a quelli acidi. Essi sono, in particolare, caratterizzati da 
numerosi residui di arginina e di lisina, che a pH neutro risultano caricati positivamente 
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(Hancock, 1997). Tali peptidi presentano, inoltre, caratteristiche di anfipaticità poiché 
possiedono una struttura tridimensionale che espone una porzione costituita da 
aminoacidi idrofobici ed un’altra costituita da aminoacidi polari (Hancock, 1997). Ad 
oggi, sono stati isolati e descritti oltre 800 peptidi antimicrobici (Hanberger, 1999) che, 
nonostante una base strutturale comune, differiscono tra loro per lunghezza, sequenza 
aminoacidica, presenza di legami disolfuro e struttura secondaria che può essere ad alfa 
elica o a foglietto beta (Hancock, 1997). Al momento, i principali criteri di 
classificazione dei peptidi naturali sono rappresentati da: presenza di un elevato 
contenuto di un particolare aminoacido, spesso Pro, Trp, Arg e His (per es. proline, 
profenine, indolicidine, istatine); presenza di legami disolfuro e struttura a foglietto beta 
(per es. defensine, protegrine); presenza di una regione anfifilica e di una struttura ad 
alfa elica (per es. cecropine, magainine ed altri peptidi isolati dagli anfibi) (Leher e 
Ganz, 1999). 
L’interesse suscitato dallo studio dei peptidi antimicrobici, quale nuova classe di agenti 
antibatterici ad uso terapeutico, è giustificato da alcune importanti caratteristiche di cui 
essi sono dotati. Tra queste rivestono particolare importanza: i) l’ampio spettro di 
azione rappresentato, oltre che da batteri, anche da funghi, parassiti e virus; ii) la 
relativa stabilità e selettività nei confronti delle membrane dei microrganismi; iii) il 
rapido meccanismo di azione che, nella maggior parte dei casi, produce un effetto 
battericida nell’arco di pochi minuti; iv) la bassa frequenza nella selezione di mutanti 
resistenti e l’efficacia contro agenti patogeni multi-farmacoresistenti; v) la capacità, in 
alcuni casi, di produrre un effetto sinergico con antibiotici convenzionali, permettendo a 
questi ultimi di risultare attivi a più basse concentrazioni; vi) la capacità, infine, di 
legare l'endotossina batterica e di neutralizzarne gli effetti biologici (Hancock et al., 
1998; Reddy et al., 2004). 
 
1.5.2 Meccanismo d’azione dei peptidi antimicrobici 
Sebbene l’esatto meccanismo con cui i peptidi antimicrobici svolgono la loro azione 
microbicida non sia stato chiarito ancora del tutto, si ritiene generalmente che esso 
coinvolga l’interazione del peptide stesso con la membrana citoplasmatica dei 
microrganismi. Inizialmente è stato proposto come unico meccanismo d’azione la 
permeabilizzazione della membrana cellulare con conseguente lisi e morte cellulare 
(Figura 11) (Shai, 1999), vi sono tuttavia evidenze più recenti che dimostrano come 
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alcuni peptidi agiscano su bersagli intracellulari (Chesnokova et al., 2004; Otvos et al., 
2006). In tutti i casi l’interazione tra il peptide e la membrana cellulare influenza 
l’attività antibatterica del peptide. Nelle prime fasi dell’interazione batterio-peptide, 
quest’ultimo si lega con i suoi aminoacidi basici a molecole cariche negativamente 
esposte sulla superficie batterica, quali gli acidi teicoici e teicuronici dei batteri Gram-
positivi (Figura 11 A) o componenti del lipopolisaccaride (es. lipide A) dei batteri  
Gram-negativi (Figura 11 B) (Riley, 2001). In seguito a tale interazione elettrostatica, i 
peptidi raggiungono la membrana citoplasmatica batterica sottostante, che nella maggior 
parte dei casi rappresenta il loro principale bersaglio d’azione. La membrana risulta, 
infatti, dotata di una carica netta negativa molto elevata per la presenza di 
fosfatidiletanolammina, cardiolipina e fosfatidilglicerolo e di un elevato potenziale 
transmembrana (-140 mV) che favorisce l’interazione con i peptidi stessi (Yount e 
Yeaman, 2005). A seguito di tale interazione i peptidi tendono ad inserirsi, mediante le 
loro porzioni idrofobiche, nel doppio strato lipidico causando un’alterazione della 
permeabilità della membrana stessa (Jessen et al., 2006). E’ interessante notare che le 
membrane delle cellule vegetali ed animali risultano relativamente resistenti all’attività 
dei peptidi cationici in quanto costituite principalmente da lipidi zwitterionici 
(fosfatidilcolina e sfingomielina) e, di conseguenza, dotate di una più bassa carica netta 
negativa rispetto alle membrane batteriche (Leher e Ganz, 1999;  Mangoni et al., 2003).  
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La porzione idrofobica dei peptidi interagisce direttamente con la componente lipidica 
della membrana inducendo un meccanismo di auto-assemblaggio di altre molecole 
peptidiche. Si distinguono almeno quattro diverse modalità di assemblaggio 
intramembrana dei peptidi. Nel modello ad “aggregazione” (Figura 12 A), le molecole 
peptidiche si accumulano sulla superficie della membrana originando dei pori transitori 
che ne destabilizzano la struttura molecolare (Jenssen et al., 2006). Altri peptidi, come 
B A 
C 
Figura 11. Interazione dei peptidi cationici con batteri Gram-positivi (A) e Gram-
negativi (B). In figura sono rappresentati i componenti della parete dei batteri Gram-
positivi e Gram-negativi con cui i peptidi cationi stabiliscono un’interazione 
elettrostatica prima di raggiungere la membrana citoplasmatica (C) (Shai 1999).   
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ad esempio la magainina isolata dalla rana e l’LL37 prodotto dall’uomo, vanno incontro 
ad auto-assemblaggio secondo un modello definito “toroidale” in cui essi formano un 
poro stabile sulla membrana (Figura 12 B). In tale modello, la porzione idrofilica dei 
peptidi interagisce con le teste dei fosfolipidi di membrana, mentre la loro porzione 
idrofobica con le code in modo tale che le teste lipidiche vengano esposte verso 
l’interno del poro intercalate alle molecole di peptide. Anche nel modello “a doga di 
botte” (Figura 12 C) i peptidi formano un poro transmembrana stabile dove, però, le 
loro porzioni idrofobiche interagiscono con il doppio strato lipidico della membrana in 
modo che al centro del poro siano rivolte le loro porzioni idrofiliche a formare un 
rivestimento continuo. Peptidi che utilizzano questa modalità di aggregazione sono la 
gramicidina S, prodotta dal batterio Bacillus brevis e l’alameticina prodotta dal fungo 
Trichiderma viridae (Jenssen et al., 2006; Yeaman et al., 2006). Nel modello “a 
tappeto”, infine, i peptidi (es: l’ovispirina isolata dagli ovini) si accumulano alla 
superficie della membrana causando la formazione di micelle che si staccano dalla 
membrana stessa (Figura 12 D) e determinano un effetto simil-detergente.  
In tutti i casi sopra descritti la perturbazione della membrana citoplasmatica, dovuta 
all’assemblaggio dei peptidi, causa la perdita del contenuto intracitoplasmatico con 
conseguente lisi e morte cellulare.   
Recenti studi hanno rivelato che un numero crescente di peptidi è in grado di 
attraversare la membrana cellulare e di accumularsi nel citoplasma della cellula 
causandone la morte in seguito all’interazione con bersagli intracellulari (Otvos et al., 
2006; Uyterhoeven et al., 2008; Zhu et al., 2007 ). L’attività intracellulare dei peptidi 
comporta l’inibizione della sintesi degli acidi nucleici, l’inibizione della sintesi proteica, 
l’inibizione di enzimi coinvolti nella sintesi della parete cellulare ed in altre attività 
metaboliche di vitale importanza per la cellula (Figura 12 E, F, G, H, I). La buforina II 
e la dermoseptina, peptidi isolati dalla cute di rana, la pleurocidina dei pesci nonché la 
β-defensina 1 dell’uomo sono esempi di peptidi con bersagli di azione intracellulari. E’ 
stato, infatti, dimostrato che essi sono in grado di attraversare la membrana 
citoplasmatica senza causarne danni evidenti e di legarsi al DNA e all’RNA di E. coli 
inibendo la replicazione del DNA (Jenssen et al., 2006). Altri peptidi, come la 
pleurocidina e la dermoseptina, hanno mostrato un effetto inibente sulla sintesi proteica 
di E. coli, in quanto bloccano l’incorporazione di leucina, mentre il PR-39, un peptide 
ricco in prolina ed arginina isolato dal maiale e l’indolicidina prodotta dai neutrofili di 
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bovino causano una riduzione del tasso di sintesi proteica nelle cellule bersaglio 
(Jenssen et al., 2006). Altri peptidi, infine, interferiscono con i normali processi di 
folding proteico agendo su enzimi essenziali per tale processo. Per esempio, la 
pirrocoricina, un peptide isolato dagli insetti, è in grado di legarsi alla DnaK, una heat-
shock-protein coinvolta nel controllo dell’acquisizione del corretto avvolgimento delle 
proteine, inibendo l’attività ATPasica di tale proteina e causando un accumulo nel 
citoplasma di proteine superavvolte in modo scorretto, con conseguente morte cellulare 
(Yeaman et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Meccanismi di aggregazione dei peptidi antibatterici nella membrana 
citoplasmatica (A-D). La membrana batterica è rappresentata in colore giallo mentre i 
peptidi sono di forma cilindrica con la regione idrofilica di colore rosso e quella 
idrofobica di colore blu. A) modello ad “aggregazione”; B) modello “toroidale”; C) 
modello “a doga di botte”; D) modello “a tappeto”. Nella parte bassa della figura sono 
mostrati i principali bersagli intracellulari di alcuni peptidi (E-I)  (Jenssen et al., 
2006). 
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1.6 Peptidi antimicrobici e biofilm  
Le peculiari caratteristiche dei microrganismi che vivono in biofilm e l'elevata 
frequenza con cui tali comunità microbiche sono coinvolte in infezioni dell'uomo rende 
estremamente urgente lo sviluppo di nuove misure per la loro prevenzione e controllo. 
A tale riguardo l'uso di AMPs potrebbe rilevarsi particolarmente promettente. La 
resistenza dei biofilm batterici agli antibiotici è ascrivibile, infatti, anche al lento ritmo 
di crescita ed alla ridotta attività metabolica dei batteri che li costituiscono. Poiché il 
meccanismo di azione della maggior parte dei AMPs consiste nel danneggiamento della 
membrana plasmatica, tali peptidi potrebbero avere la potenzialità di agire anche su 
batteri in fase di replicazione molto lenta o del tutto assente. Inoltre la rapida cinetica di 
killing di molti AMPs, rispetto alla maggior parte degli antibiotici convenzionali, 
potrebbe essere una caratteristica adatta nel controllo di una comunità dinamica ed in 
rapida evoluzione come un biofilm microbico. L'abilità di produrre un effetto sinergico 
quando usati in combinazione con antibiotici convenzionali, di agire contro batteri 
multiresistenti ai farmaci e la bassa frequenza di induzione di resistenze, potrebbero 
rappresentare ulteriori vantaggi nell'uso di AMPs contro i biofilm microbici. I AMPs 
presentano anche la potenzialità di agire a vari stadi del processo di formazione dei 
biofilm e con differenti meccanismi d'azione che sono stati recentemente il soggetto di 
un articolo di revisione da parte del nostro gruppo (Batoni et al., 2011).  
Al momento sono numerosi i peptidi o derivati peptidici in studio su biofilm microbici; 
alcuni dei più promettenti e maggiormente studiati sono riportati in Tabella 1 e Tabella 
2. Nei prossimi paragrafi sono riportati alcuni dei risultati più salienti dell’attività di 
AMPs verso biofilm microbici, ottenuti in studi in vitro ed in vivo. 
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Tabella 1. Esempi di AMPs testati in vitro verso biofilm microbici (Batoni et al., 2011) 
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1.6.1 Attività degli AMPs su biofilm microbici: studi in vitro 
i) verso biofilm di Pseudomonas aeruginosa 
P. aeruginosa è un comune patogeno opportunista dell’uomo, responsabile di una ampia 
tipologia di infezioni acute e della colonizzazione cronica delle vie aeree in pazienti 
affetti da fibrosi cistica (Wagner et al., 2008). Vari AMPs, naturali, semi-sintetici e 
sintetici, hanno mostrato attività contro biofilm di P. aeruginosa. Tra questi ricordiamo 
l’LL-37, un peptide anfipatico, ad α-elica, costituito da 37 residui che rappresenta il solo 
peptide antimicrobico appartente alla famiglia delle catelicidine identificato nell’uomo 
(Burton et al., 2009). Tale peptide presenta numerose attività biologiche quali una 
marcata attività antimicrobica ad ampio spettro, la capacità di regolazione della risposta 
infiammatoria, l’attività di chemio-attrazione delle cellule immunitarie nel sito di 
infezione, la capacità di legare e neutralizzare l’LPS, la capacità di promuovere la ri-
epitelizzazione e chiusura delle ferite (Nijnik et al., 2009). È stato dimostrato che basse 
concentrazioni del peptide (0.5µg/ml) diminuiscono l’adesione di P. aeruginosa alle 
superfici plastiche, mentre concentrazioni più elevate (4µg/ml) sono attive verso biofilm 
preformati (Overhage et al., 2008). Impiegando tecniche di microarray è stato 
dimostrato che il peptide, a concentrazioni sub-inibitorie, provoca una down-
regolazione di alcuni geni controllati dal quorum sensing. Tra questi, quelli associati 
Tabella 2. Esempi di AMPs testati in vivo verso biofilm microbici (Batoni et al., 2011) 
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alla biosintesi del flagello che è importante per l’adesione iniziale dei batteri alle 
superfici. Complessivamente i cambiamenti nell’espressione di questi geni causano un 
incremento nella mobilità twitching del germe con effetti drammatici sullo sviluppo del 
biofilm (Overhage et al., 2008). 
Un altro peptide attivo verso biofilm di P. aeruginosa è la lattoferrina (LF), una 
glicoproteina legante il ferro, presente nella saliva dell’uomo e prodotta dai neutrofili e 
dalle cellule epiteliali ghiandolari (Singh et al., 2004). In presenza di concentrazioni 
sub-inibenti (20µg/ml) di LF, i batteri aderiscono e si moltiplicano, ma non riescono a 
formare microcolonie e biofilm maturi. Analogamente ad LL-37, LF stimola la mobilità 
twitching e ciò ha come conseguenza che le cellule figlie si muovono lontano dal punto 
della divisione cellulare, ostacolando, quindi, la formazione delle microcolonie. E’ 
interessante notare che LF saturata con ferro non inibisce la formazione del biofilm di 
P. aeruginosa, suggerendo che per tale funzione è richiesta la sua capacità di 
sequestrare il ferro (Singh 2004). 
Come si evince dagli esempi sopra riportati, basse concentrazioni di alcuni AMPs 
esercitano proprietà anti-biofilm indipendentemente dalla loro attività antimicrobica 
diretta e ciò suggerisce che anche AMPs con scarse capacità di killing potrebbero essere 
interessanti se combinati con altre molecole anti-biofilm, purché essi siano in grado di 
interferire con le caratteristiche cellulari richieste per la formazione del biofilm (Batoni 
et al., 2011). 
La maggior parte dei composti antimicrobici ad uso clinico presenta un’attività di 
killing ad ampio spettro. Sebbene tale caratteristica offre il vantaggio di poter utilizzare 
il composto contro infezioni batteriche di cui non è stata ancora formulata una diagnosi 
eziologica di certezza, presenta lo svantaggio di promuovere l’uccisione anche di batteri 
commensali benigni, alterando la normale flora batterica con potenziali effetti 
collaterali. Recentemente, è stata sviluppata un’interessante nuova classe di peptidi, 
definiti Peptidi Antimicrobici Specificatamente (o Selettivamente) Mirati (STAMP) 
(Eckert et al., 2006a; Eckert et al., 2006b). Gli STAMP contengono un dominio 
peptidico di indirizzamento, specifico per la superficie di una o poche specie batteriche, 
fuso ad un dominio peptidico antimicrobico; la presenza del dominio di indirizzamento 
comporta un accumulo dello STAMP sulla superficie delle cellule target, generando, 
così, un’elevata concentrazione peptidica locale. Come risultato, gli STAMP presentano 
un potenziale di killing ed una maggiore selettività nei confronti dei batteri target. 
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Un peptide STAMP, il G10KHc, è stato disegnato e testato, da solo od in combinazione 
con la tobramicina, verso biofilm di P. aeruginosa. Si tratta di un AMP ad ampio 
spettro, la novispirina G10, unito, tramite un’appropriata regione linker, ad un dominio 
di indirizzamento, il KH (KKHRKHRKHRKH), scelto per la sua spiccata capacità di 
legare varie specie del genere Pseudomonas. Quando il G10KHc viene saggiato in vitro 
a concentrazioni sub-battericide, in combinazione con la tobramicina, contro biofilm di 
P. aeruginosa, si ha un forte aumento dell’attività di killing suggerendo che, sebbene 
sub-letali, tali concentrazioni di G10KHc possano alterare la membrana citoplasmatica 
dei batteri favorendo l’internalizzazione della tobramicina. 
ii) verso biofilm di Escherichia coli 
E. coli è un commensale dell’intestino dell’uomo, ma la capacità che hanno alcuni ceppi 
patogeni di produrre numerosi fattori di virulenza, come adesine, tossine, sistemi di 
acquisizione del ferro, matrice polisaccaridica, e di colonizzare siti extra-intestinali 
rende tale specie una delle più comuni cause di infezioni sostenute da batteri Gram-
negativi in ambienti come ospedali e comunità (Kaper et al., 2004). È stato osservato 
che specifici ceppi di E. coli uro-patogeni sono capaci di colonizzare e formare biofilm 
su cateteri urinari (Trautner et al., 2004) e questa capacità è correlata alla persistenza di 
tali batteri nel tratto urinario (Soto et al., 2006) e alla loro capacità di causare prostatiti. 
In un recente studio, una serie di peptidi lineari con varie ripetizioni di arginina e 
triptofano sono stati analizzati per la loro attività verso biofilm di E. coli con l’intento di 
indagare gli effetti di cambiamenti strutturali sull’attività antimicrobica, dato che la 
lunghezza della catena degli AMP potrebbe essere un fattore critico per l’efficacia 
dell’attività anti-biofilm e per il meccanismo d’azione (Hou et al., 2010). Da tali studi è 
emerso che i peptidi esamerici e ottamerici, ma non i tetramerici, inibivano la 
formazione del biofilm; un killing significativo delle cellule del biofilm è stato 
osservato anche dopo il trattamento di biofilm preformato con il peptide esamerico, 
mentre quello ottamerico provocava una significativa dispersione del biofilm e 
l’uccisione delle cellule distaccate, ma non di quelle rimaste immerse nel biofilm. Sia il 
peptide esamerico, che l’ottamerico, riducevano in maniera significativa la motilità 
swarming delle cellule di E. coli, una caratteristica cruciale coinvolta nella formazione 
del biofilm (Hou et al., 2010). 
I peptidi dendrimerici sono biopolimeri con un’architettura insolita, contenenti un core 
multivalente che lega una schiera di peptidi ramificati. È stato dimostrato che i 
42 
 
dendrimeri, contenenti brevi ripetizioni tetrapeptidiche, funzionano come potenti agenti 
antimicrobici con attività membranolitica. Inoltre essi mostrano attività antimicrobica 
sia in condizioni di bassa che elevata salinità, aumentata stabilità proteolitica, diminuita 
attività emolitica e tutte queste caratteristiche rende tali peptidi estremamente 
interessanti per un loro potenziale utilizzo come agenti antimicrobici (Tam et al., 2002).  
Recentemente, un peptide dendrimerico chiamato RW4D, è stato testato contro biofilm 
preformati di E. coli mostrando un significativo killing dose-dipendente delle cellule del 
biofilm dopo 3 ore di trattamento (Hou et al., 2009), suggerendo che una struttura 
dendrimerica potrebbe servire da modello per ulteriori studi su molecole analoghe 
nell’intento di migliorare la potenza e la specificità. 
iii) verso biofilm di Stafilococchi 
I biofilm giocano un ruolo centrale anche nella patogenesi di gravi infezioni causate dai 
microrganismi del genere Staphylococcus. La sempre più diffusa multiresistenza agli 
antibiotici di questi microrganismi rende, anche in questo caso, estremamente urgente il 
bisogno di identificare sostanze terapeutiche alternative. 
L’azione di LL-37 è stata studiata verso ceppi di S. epidermidis produttori di biofilm ed 
è stato dimostrato che il peptide inibisce sia l’adesione a superfici artificiali, che la 
formazione del biofilm (Hell et al., 2010). È interessante notare che alle minime 
concentrazioni in grado di ridurre la formazione del biofilm non si ha inibizione della 
crescita planctonica, dunque, analogamente a quanto osservato per P. aeruginosa, è 
possibile ipotizzare che LL-37 interferisca con la formazione del biofilm tramite 
meccanismi diversi dall’attività antimicrobica diretta. 
Un altro interessante AMP che è stato saggiato verso biofilm di stafilococchi è 
l’oritavancina, un lipoglicopeptide semi-sintetico che mostra attività verso ceppi di 
Staphylococcus aureus meticillina-sensibili (MSSA), meticillina-resistenti (MRSA) e 
vancomicina-resistenti (VRSA) con cinetiche di batteriocidia molto più rapide rispetto 
alla vancomicina, il prototipo dei glicopeptidi (Belley et al., 2009). L’oritavancina 
possiede multipli meccanismi di azione che possono contribuire alla morte delle cellule 
di S. aureus in crescita esponenziale, tra cui l’inibizione della sintesi della parete 
cellulare e dell’RNA, l’alterazione del potenziale di membrana e l’aumento della 
permeabilità di membrana. E’ stato dimostrato che il peptide, a differenza della 
vancomicina, è in grado di uccidere anche cellule in fase stazionaria e di eradicare 
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biofilm di ceppi MSSA, MRSA e VRSA con concentrazioni minime di eradicazione del 
biofilm (MBEC) di 0,5-8 g/ml (Belley et al., 2009).  
Recentemente, una serie di peptidomimetici antimicrobici sintetici, denominati SAMP, 
costituiti dal minimo dominio funzionale dei peptidi antimicrobici cationici e 
relativamente resistenti alla degradazione da parte delle proteasi, sono stati testati verso 
biofilm di stafilococchi (Flemming et al., 2009). I SAMP sono costituiti da tripeptidi 
con due residui di arginina, che formano le loro porzioni cationiche, ed da un triptofano 
modificato (peptidi Ltx5, Ltx9, Ltx10) o da un residuo di 4’-fenil-fenilalanina (peptide 
K14), che formano la massa lipofilica. Tra le varie molecole della serie Ltx, ciò che 
varia è la dimensione della modificazione al C-terminale. Tali peptidi, se comparati agli 
antibiotici classici, sono in grado di ridurre, in maniera efficace e già a basse 
concentrazioni, l’attività metabolica batterica e la biomassa del biofilm, valutate 
rispettivamente con Alamar Blue e Cristal Violetto (Flemming et al., 2009). Ciò 
suggerisce che i SAMP agiscano danneggiando la membrana cellulare batterica anche 
delle cellule a lenta crescita o dormienti, immerse nel biofilm (Flemming et al., 2009). 
Per le loro proprietà promettenti, i SAMP Ltx sono stati proposti come nuovi potenziali 
agenti terapeutici per il trattamento di infezioni biofilm-associate  e per uno di loro, 
Ltx9, è stato pianificato uno studio di Fase 1 per il trattamento locale di infezioni 
correlate a ferite post-operatorie (Flemming et al., 2009). 
iv) verso biofilm di batteri orali  
Esiste un grande interesse nell’uso di agenti antimicrobici per la prevenzione ed il 
trattamento di due comuni patologie orali, la carie dentale e le periodontiti, associate a 
patogeni che vivono nella placca dentale, un biofilm multispecie dove specie  
microbiche potenzialmente patogene coesistono insieme a innocui commensali. 
Streptococcus mutans è il principale responsabile della carie dentale, mentre 
Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus actinomycetemcomitans sono batteri 
strettamente associati alle periodontiti. Fattori ambientali e/o genetici possono 
promuovere la proliferazione delle specie patogene a discapito di quelle innocue ed il 
conseguente inizio delle patologie orali. Un numero sempre maggiore di dati supporta 
l’ipotesi che gli AMPs forniscano un contributo rilevante nel mantenere l’equilibrio tra 
salute e patologia in un ambiente complesso come la cavità orale, suggerendo un loro 
possibile uso come agenti terapeutici contro biofilm di batteri orali. Inoltre la cavità 
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orale, essendo prontamente accessibile per applicazioni locali, potrebbe essere 
particolarmente adatta alla terapia con peptidi antimicrobici. 
Si sono ottenuti dati interessanti quando la lattoferrina salivare umana (LF) è stata 
testata per la sua capacità di interferire con l’adesione alla superfici orali di 
Streptococcus gordonii, un noto batterio colonizzatore iniziale delle superfici dei denti 
che agisce da ancora nei confronti dei colonizzatori secondari (Arslan et al., 2009). E’ 
sato dimostrato che LF è in grado di inibire l’adesione iniziale di S. gordonii a superfici 
ricoperte da saliva artificiale, sia quando il batterio è presente in coltura pura sia quando 
è presente in colture miste, insieme a colonizzatori tardivi. La mancata adesione iniziale 
del batterio, sottraeva siti per l’adesione dei colonizzatori secondari con conseguenze 
negative sulla formazione del biofilm orale.  
Altri peptidi dell’ospite interferiscono con la formazione di biofilm orali favorendo la 
colonizzazione di streptococchi commensali come S. gordonii ed S. sanguinis ed 
ostacolando quella di streptococchi altamente cariogenici, produttori di sostanze acide, 
come S. mutans. In particolare, il pentapeptide RGRPQ, derivante dai peptidi ricchi in 
prolina salivari (PRP), stimola la proliferazione di S. gordonii, ma non quella di S. 
mutans e blocca in situ il decremento di pH indotto dal saccarosio nei biofilm orali, 
stabilizzando un pH neutro, ottimale per la crescita degli streptococchi commensali 
(Drobni et al., 2006). 
Nuove strategie antimicrobiche per la prevenzione ed il trattamento della carie possono 
trarre vantaggio dalle capacità uniche che gli streptococchi cariogenici hanno di 
produrre elevati livelli di acidi dal saccarosio e di sopravvivere a bassi valori di pH. Per 
esempio, l’uso di AMPs in grado di esercitare la loro attività antimicrobica 
esclusivamente o preferenzialmente a bassi valori di pH (AMP Attivi a pH acido) 
potrebbe consentire l’eliminazione selettiva dei patogeni cariogenici come S. mutans, a 
causa del pH acido locale nell’ambiente che circonda tali specie, mentre avrebbe un 
effetto minimo sul biofilm di batteri commensali che non producono acido o ne 
producono poco. Peptidi attivi a pH acido come la clavanina o la kappacina hanno 
mostrato risultati promettenti nell’eliminare selettivamente le specie cariogene quando 
testati su biofilm orali (Lee et al., 1997; Dashper et al., 2005).  
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1.6.2 Attività degli AMPs su biofilm microbici: studi in vivo 
La formazione di biofilm su dispositivi medici quali i cateteri venosi centrali (CVC) o 
urinari è ad oggi responsabile di una larga proporzione di infezioni nosocomiali. Negli 
ultimi anni sono state suggerite diverse strategie per promuovere l’eradicazione di 
biofilm da dispositivi medici; tra queste ricordiamo l’utilizzo topico di antimicrobici per 
prevenire la colonizzazione del dispositivo da parte dei comuni commensali cutanei, la 
modificazione delle superfici del dispositivo per ridurre l’adesione microbica e, di 
conseguenza, lo sviluppo del biofilm, il rivestimento della superficie del dispositivo e 
del lume dei cateteri con agenti antimicrobici (Donlan et al., 2002). Nonostante ciò la 
gestione delle infezioni correlate alla contaminazione di CVC da parte di biofilm 
microbici resta ancora particolarmente problematica. In questo contesto, ha suscitato 
interesse l’utilizzo degli AMPs per prevenire la formazione di biofilm su dispositivi 
medici ed alcuni di essi sono stati saggiati in studi in vivo per questo tipo di 
applicazione. 
Ad esempio, la citropina, un peptide di rana di 16 aminoacidi, è stata valutata nel 
trattamento delle infezioni da S. aureus associate a CVC in un modello animale di ratto. 
Quando il dispositivo medico veniva pre-trattato con il peptide si osservava una marcata 
riduzione sia della carica batterica associata al dispositivo medico che del numero di 
batteri isolati dal sangue degli animali infetti. Il peptide era anche in grado di aumentare 
l’efficacia terapeutica di antibiotici quali la  minociclina o la rifampicina causando 
un’ulteriore riduzione della carica batterica quando usato in combinazione con queste 
molecole (Cirioni et al.122). Risultati promettenti sono stati ottenuti in studi in vivo con 
altri peptidi (Tabella 2). 
 
1.7 Caratteristiche e proprietà delle Epcidine 
L’Epcidina (hep) è una proteina prodotta dal fegato dell’uomo che svolge nell’organismo 
un’importante funzione regolatrice dell’omeostasi del ferro. Venne isolata per la prima 
volta dalle urine dove si presentava come corto peptide di 25 aminoacidi e, per l’analogia 
strutturale con le β-defensine, venne classificata come peptide antimicrobico prodotto dal 
fegato con il nome di LEAP-1 (Liver-Expressed Antimicrobial Peptide-1) (Park et al., 
2001; Krause et al., 2000). Solo successivamente è stato dimostrato un ruolo preminente 
di tale peptide nella regolazione dell’omeostasi del ferro (Park et al., 2001). L’Epcidina 
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viene prodotta in elevata concentrazione dagli epatociti, ma in piccola quantità anche da 
rene, cuore, muscolo e cervello (Kemna et al., 2008). 
Nell’organismo sono presenti tre isoforme di epcidina: l’Epcidina 25 (hep25), che è il 
peptide predominante nei fluidi biologici e l’Epcidina 22 (hep22) e Epcidina 20 (hep20) 
che rispetto ad hep25 sono prive, rispettivamente, di 3 e 5 aminoacidi a livello della 
porzione N-terminale. Oltre che differenze strutturali, le tre isoforme presentano 
differenze nella distribuzione nei fluidi dell’organismo: hep25 è la forma prevalente sia 
nel siero che nelle urine; in entrambi i fluidi biologici è presente anche hep20, anche se a 
concentrazioni più basse; nelle urine, ma non nel siero è presente, infine, anche una 
bassa concentrazione di hep22 (Park et al., 2001). Studi recenti hanno permesso di 
stabilire le concentrazioni fisiologiche di hep25 nel siero di soggetti sani: tali 
concentrazioni risultano comprese tra 17 e 286 ng/ml nelle donne e tra 29 e 254 ng/ml 
negli uomini e coincidono con quelle misurate nelle urine (Ganz et al., 2008). 
Non è ancora stato determinato se hep20 sia semplicemente un prodotto inattivo di 
hep25 o se si tratti di un peptide dotato di un proprio ruolo fisiologico. Recentemente, 
tuttavia, è stato riportato che, a seguito di un’incubazione di hep25 in siero o urina 
umana, il peptide non è processato in un’isoforma più piccola, suggerendo che hep20 
trovata nei fluidi biologici non sia un prodotto della degradazione extracellulare, ma 
piuttosto sia prodotta in specifici tessuti in sede intracellulare (Kartikasari et al., 2008). 
Dall’analisi chimica e strutturale delle epcidine è stata evidenziata la presenza di 
un’elevata percentuale di residui di cisteina, almeno 8 per ognuna delle 3 forme 
peptidiche. Tale composizione conferisce ai peptidi una carica netta positiva 
consentendogli di acquisire una struttura ripiegata con due foglietti-β antiparalleli 
stabilizzati dalla presenza di quattro legami disolfuro tra i residui di cisteina (Figura 13). 
La struttura è caratterizza dalla presenza di due porzioni: una idrofobica e l’altra 
idrofilica (Hunter et al., 2002). 
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1.7.1 Attività antimicrobica delle Epcidine 
La struttura molecolare delle Epcidine è simile a quella delle defensine, peptidi cationici 
noti per le loro spiccate proprietà antibatteriche. Recentemente è stato dimostrato che, 
come le defensine, anche le epcidine umane sono dotate di una buona attività 
antimicrobica verso batteri Gram-positivi e Gram-negativi isolati in ambiente 
nosocomiale (Maisetta et al., 2010). Anche le epcidine dei pesci, che presentano una 
sequenza aminoacidica simile a quelle dell’uomo, sono dotate di attività antimicrobica 
in vitro (Shi e Camus, 2006). La loro espressione viene, inoltre, fortemente indotta da 
processi infettivi ed in presenza di componenti batterici come il lipolisaccaride (Shi e 
Camus, 2006). 
Entrambe le isoforme dell’Epcidina umana, hep20 e hep25 sono risultate battericide in 
vitro verso un ampio spettro di specie batteriche clinicamente rilevanti, anche se hep20 
ha mostrato una potenza antimicrobica maggiore rispetto ad hep25, sia verso batteri 
Gram-positivi che Gram-negativi (Maisetta et al., 2010). 
Un’interessante proprietà delle epcidine, emersa dallo studio delle loro proprietà 
antimicrobiche è che a pH acido la loro potenza battericida è notevolmente aumentata. 
A pH 5, infatti, si osserva una netta riduzione delle minime concentrazioni battericide e 
delle cinetiche di killing dei due peptidi. A pH neutro per ottenere un effetto battericida, 
i due peptidi richiedono tempi d’incubazione piuttosto lunghi (30-90 minuti) se 
confrontati con quelli di altri AMPs, mentre a pH 5 entrambi i peptidi risultano 
battericidi nel giro di pochi minuti (Maisetta et al., 2010). Una possibile spiegazione del 
potenziamento dell’attività battericida di hep25 ed hep20 a pH acido è che, a tale pH, i 
Figura 13. Struttura di Epcidina 25 dell’uomo e sua sequenza aminoacidica. 
I residui di cisteina formano una struttura ad arpione con due braccia legate 
insieme da quattro ponti disolfuro. Ponti disolfuro in giallo, aminoacidi basici in 
blu, aminoacidi acidi in rosso (Vyoral & Petrak, 2005). 
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residui di istidina dei due peptidi risultano protonati e ciò potrebbe favorire la loro 
interazione con la superfice batterica carica negativamente (Maisetta et al., 2010).  
Combinando le due epcidine umane a pH 5.0, è stato possibile ottenere un effetto 
battericida a concentrazioni molto vicine a quelle recentemente misurate nel siero e 
nelle urine dell’uomo durante processi infettivo/infiammatori (Altamura et al., 2009; 
Ganz et al., 2008) e ciò supporta l’ipotesi che hep20 ed hep25 possano avere in vivo 
funzioni antibatteriche, oltre che di regolazione dell’omeostasi del ferro (Maisetta et al., 
2010). 
Risultati analoghi sono stati ottenuti per hep20 contro isolati clinici di Candida 
glabrata. Tale peptide mostra verso questa specie una spiccata attività antifungina in 
vitro sia quando utilizzato da solo, che in combinazione con comuni farmaci 
antifungini, come il fluconazolo (Tavanti et al., 2011). Tali dati sono particolarmente 
interessanti in quanto C. glabrata risulta resistente a molti altri peptidi antimicrobici, 
come le istatine, le magainine, le catelicidine o i peptidi derivanti dalla lattoferrina 
(Benincasa et al., 2006; Helmerhorst et al., 2005; Helmerhorst et al., 2006; Kondori et 
al., 2011). Inoltre, analogamente a quanto osservato con i batteri, a pH acido le 
concentrazioni di hep20 e i tempi di fungicidia risultano ridotti (Tavanti et al., 2011) 
rispetto a quelli ottenuti a pH neutro, suggerendo che il peptide possa presentare 
meccanismi d’azione microbicida distinti ai due pH.  
Studi volti a valutare la citotossicità di hep20 verso cellule umane, condotti utilizzando 
le cellule K562 (leukemic cell line CCL-243, American Type Culture Collection) hanno 
dimostrato che una concentrazione del peptide pari a 30 µM (circa 3000 volte più alta di 
quella presente nell’urina) provocava una riduzione del 12% nel numero di cellule 
vitali, un valore nettamente più basso rispetto alla riduzione del 91% causata dall’α-
defensina nell’ambito dello stesso studio (Park et al., 2001). 
Più recentemente, Tavanti e collaboratori hanno valutato il potere emolitico di hep20 ed 
hanno osservato che il peptide non causa emolisi di eritrociti umani fino ad una 
concentrazione di 50 µM (Tavanti et al., 2011). 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
La comparsa e rapida diffusione di microrganismi resistenti ai farmaci antimicrobici 
rappresenta ad oggi uno dei principali problemi di sanità pubblica e rende estremamente 
urgente l’identificazione di nuove molecole, da utilizzare per il trattamento delle 
infezioni sostenute da microrganismi multiresistenti. Un fattore che contribuisce in larga 
misura alla resistenza dei batteri al trattamento farmacologico è la loro capacità di 
formare biofilm in quanto una delle caratteristiche più salienti di tali comunità 
microbiche è proprio la loro estrema refrattarietà ai farmaci antimicrobici. 
In tempi molto recenti, l’impiego dei peptidi antimicrobici quali agenti antibiofilm ha 
suscitato grande interesse in quanto, tali molecole, presentano caratteristiche che 
potrebbero rivelarsi particolarmente utili nel trattamento dei biofilm microbici (Batoni 
et al. 2011). Tra queste ricordiamo: i) la capacità di agire anche su cellule con 
ridotta/assente attività metabolica quali quelle presenti all’interno del biofilm; ii) i tempi 
rapidi di killing, che potrebbero essere particolarmente adatti per l’azione contro una 
comunità in rapida evoluzione come quella del biofilm; iii) l’attività anche su 
microrganismi multiresistenti ai farmaci convenzionali; iii) la capacità di sinergizzare 
con antibiotici convenzionali; iv) la bassa frequenza di selezione di organismi mutanti 
resistenti; v) la potenzialità di agire in diversi stadi di formazione del biofilm e con 
differenti meccanismi d’azione (Figura 16). 
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Un microrganismo che è stato considerato a lungo un commensale non patogeno per 
l’uomo, ma che di recente ha assunto sempre più rilevanza clinica è Staphylococcus 
epidermidis. Ad oggi, infatti, tale specie è ritenuta una delle più frequenti cause di 
infezioni correlate alla formazione di biofilm su dispositivi medici in ambito 
nosocomiale (Rogers et al., 2009). 
Scopo del presente lavoro di tesi è stato quello di studiare l’attività antimicrobica del 
peptide prodotto dal fegato dell’uomo hep20 verso biofilm di Staphylococcus 
epidermidis. A tale scopo si è proceduto a: 
  
1. determinare se il pH del mezzo di coltura influenzasse l’attività antibiofilm di 
hep20;  
Figura 16. Bersagli ipotetici e provati e meccanismi d’azione anti-biofilm di AMPs 
attraverso diverse strategie antimicrobiche. I AMPs riducono l’iniziale adesione delle 
cellule microbiche a superfici biotiche o abiotiche alterando le proprietà adesive della 
superficie dei dispositivi medici (1) o legandosi alla superficie microbica mediante 
interazioni elettrostatiche (2); AMPs possono prevenire la maturazione del biofilm 
uccidendo i primi colonizzatori della superficie (3) o inibendo il QS, il macchinario di 
comunicazione usato da molti batteri per sviluppare un biofilm (4); AMPs possono 
eradicare biofilm pre-formati penetrando attraverso la matrice del biofilm e uccidendo 
le cellule associate al biofilm grazie alla loro potenziale abilità di agire su cellule 
batteriche a lento o assente ritmo di crescita (5); AMPs possono legare e neutralizzare 
gli effetti locali e sistemici dell’endotossina batterica rilasciata dalle cellule associate 
al biofilm (6); AMPs possono reclutare cellule dell’immunità naturale ed adattativa e 
aumentano la risposta immune dell’ospite contro i biofilm (7). 
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2. isolare, identificare e caratterizzare ceppi nosocomiali di S. epidermidis, 
relativamente alla loro capacità di produrre biofilm. Data l’eterogeneità 
recentemente emersa tra isolati clinici, relativamente alla composizione della 
matrice extracellulare, si è proceduto anche a caratterizzare i ceppi batterici 
oggetto di studio da un punto di vista fenotipico e genetico per la capacità di  
produrre una matrice extracellulare di natura polisaccaridica o di natura proteica; 
3. valutare la capacità di hep20 di inibire la formazione del biofilm di ceppi 
caratterizzati da matrici extracellulari di diversa natura, determinando la 
biomassa totale, l’attività metabolica cellulare ed il numero di cellule vitali 
associate al biofilm e la cinetica dell’eventuale effetto antibiofilm; 
4. valutare l’effetto di hep20 sull’architettura dei biofilm di S. epidermidis tramite 
tecniche di microscopia confocale associate all’uso di traccianti fluorescenti. Le 
tecniche di microscopia sono ad oggi ampiamente utilizzate per studiare gli 
effetti di molecole con potenziale antimicrobico su singole cellule microbiche o 
su biofilm. Le informazioni ottenute dalle immagini microscopiche possono, 
infatti, dare delle indicazioni utili nel chiarire il meccanismo dell'azione 
antimicrobica e, se utilizzate insieme a tecniche di immuno-marcatura, i possibili 
target molecolari delle molecole attive.  
5. valutare il Post Antimicrobial Effect (PAE) definito come la durata dell’effetto 
inibente dopo la rimozione dell’angente antimicrobico. Nella valutazione di 
nuovi agenti ad attività antimicrobica la determinazione di tale parametro 
assume ad oggi una rilevanza sempre crescente in vista della possibilità di 
impiego di innovativi sistemi a rilascio controllato, al momento oggetto di 
intensi studio; 
6. valutare l’effetto antibiofilm di hep20 in combinazione con farmaci 
convenzionali come la vancomicina.  
 
Nel loro insieme i dati ottenuti hanno indicato che hep20 presenta, in vitro, una 
spiccata capacità di ridurre la biomassa totale dei biofilm in formazione di vari 
isolati clinici di S. epidermidis e parallelamente il metabolismo cellulare sia di 
ceppi PIA-positivi che PIA-negativi. Tale capacità correlava solo in parte con la 
riduzione della vitalità delle cellule associate al biofilm, suggerendo che il 
peptide possa avere un effetto inibente sulla produzione della matrice 
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extracellulare. I risultati ottenuti dai saggi di batteriocidia e dall’analisi in 
microscopia confocale hanno permesso di formulare ipotesi sul possibile 
meccanismo dell’azione antibiofilm del peptide che sembra promettente per un 
possibile sviluppo come agente antibiofilm in terapie combinate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
